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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ

	Аг-Ат
	− антиген-антитіло

	АФК 
	− активні форми кисню

	ГМК 
	− гладеньком’язові клітини

	ДАГ
	− діацилгліцерол

	ЗА
	− залізодефіцитна анемія

	ІК
	− імунні комплекси

	ІКК
	− імунокомпетентні клітини

	ІЛ-2
	− інтерлейкін 2

	ІC
	− індекс скоротливості

	МХ
	− мітохондрії

	НАД+
	− нікотинамідаденіндинуклеотид

	НОЗ
	− наночастинки оксиду заліза

	НЧЗ
	− наночастинки заліза

	ОВ
	− оваріальний відділ

	ПАР
	− полі-АДФ-рибоза

	ПАРП
	− полі(АДФ-рибозо) полімераза

	СВ
	− системні васкуліти

	Система HLA
	− human leukocyte antigens

	СР
	− саркоплазматичний ретикулум

	Т
	− тривалість активного стану

	ФНПα
	− фактор некрозу пухлин альфа

	ЦВ
	− цервікальний відділ

	eNOS
	− ендотеліальна синтаза оксиду азоту

	CRH
	− кортикотропін-рилізінг гормон

	CRH-R1
	− рецептори до кортикотропін-рилізінг гормону

	ІР3
	− інозитол-1,4,5-трифосфат

	NO
	− оксид азоту

	nNOS
	− нейрональна синтаза оксиду азоту

	iNOS
	− індуцибельна синтаза оксиду азоту

	NCX
	− натрій-кальцієві обмінники

	NF-kB
	− транскрипційний ядерний фактор - kB 


ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. На сьогодні залишаються невирішеними низка фундаментальних питань стосовно функціональної диференціації різних відділів матки у ссавців. Разом з тим, встановлено, що у мишей окремі пейсмекерні клітини розташовані у верхньому або оваріальному (ОВ) − розташованому ближче до яєчника та у нижньому або цервікальному (ЦВ) − розташованому ближче до шийки матки відділах матки [40]. Проте особливості cкоротливості верхнього і нижнього відділів матки поки що досліджені недостатньо. 

Відомо, що імуноопосередковані запальні процеси впливають на органи репродуктивної системи, зокрема на функціонування яєчників та скоротливість міометрія матки [25, 43], що може призводити до порушення імплантації та передчасних пологів [178], а також зумовлювати безпліддя й нерезультативні спроби при застосуванні допоміжних репродуктивних технологій. Системні васкуліти, які належать до групи імунокомплексних хвороб, призводять до передчасних пологів (40%) і навіть викликають смертність матері і плоду (5-10% випадків) [176]. Однак скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов імунокомплексних ушкоджень  залишається практично не вивченою, тому  дослідження, спрямовані на з’ясування етіології цих ушкоджень, які вивчаються на моделях з використанням тварин, є актуальними.  

Як відомо, фермент полі(АДФ-рибозо) полімераза-1 (ПАРП-1) відіграє важливу роль у багатьох фізіологічних і патологічних процесах, регулюючи експресію запальних чинників, таких як цитокіни, хемокіни, індуцибельна NO-синтаза (iNOS), залучаючи при цьому мітохондрії [60]. Проте участь ПАРП-1, мітохондрій та NO у імунокомплексних процесах залишається практично не дослідженою. Тому актуальним є вивчення скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов використання блокатора ПАРП-1 та зміни функціонального стану мітохондрій при імунокомплексних процесах. 

Однією із інших поширених причин несприятливого результату вагітності є залізодефіцитна анемія (ЗА). За оцінками Всесвітньої організації охорони здоров'я 30% невагітних і більше 42% вагітних жінок страждають анемією [219]. ЗА призводить до розвитку плацентарної недостатності, гестозу, слабкості родових сил, передчасних пологів [51, 219]. Відомостей про стан репродуктивної системи невагітних жінок за умов ЗА мало, основною групою для досліджень залізодефіцитних станів є вагітні жінки. За умов дефіциту заліза жінки більш сприйнятливі до інфекційних та запальних захворювань, так як залізо бере участь в окисному фосфорилюванні, роботі імунної системи та ін. [14]. Скоротливість міометрія при розвитку ЗА досліджена недостатньо.

На сучасному етапі досягнення нанобіотехнології вже позначилися на розвитку медицини та ветеринарії, де наноматеріали набувають широкого застосування як високоефективні засоби реабілітації, лікування та в діагностиці захворювань різної етіології [211]. Перспективними напрямками нанофармакології є використання нанопрепаратів як субстанції для нових лікарських засобів [26]. Найперспективнішими в цьому аспекті є наночастинки металів [156], зокрема наночастинки заліза (НЧЗ). Особливі фізико-хімічні властивості НЧЗ (малий розмір, велика площа поверхні, заряд, структура) не тільки відкривають широкі перспективи для виготовлення нових матеріалів, але й створюють нові ризики для людини та довкілля [38], що потребує ретельного вивчення. Можлива протективна або токсична дія наночастинок нуль-валентного заліза (Fe0) на сьогодні досліджена недостатньо, зокрема відсутні дані про вплив НЧЗ на скоротливість міометрія. Тому важливо вивчити їх властивості і оцінити дію на функціональну активність різних відділів міометрія матки. 

Таким чином, зважаючи на функціональну регіональність матки, встановлення особливостей скоротливості та розкриття механізмів змін скорочувальної функції верхнього і нижнього її відділів є важливим завданням для фізіології і медицини. Актуальними на сьогодні є дослідження скоротливості матки при відтворенні експериментальної імунокомплексемії та залізодефіцитної анемії, а також за умов застосування коригуючих впливів (зміни активності функціонального стану мітохондрій, блокування ферменту ПАРП-1 та введення НЧЗ).

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Роботу виконано в рамках наукової програми відділу імунофізіології Інституту фізіології ім.О.О.Богомольця НАН України: «Дослідження молекулярно-генетичних та імунопатологічних механізмів функціональних порушень жіночої репродуктивної системи та можливості їх корекції». Державний реєстраційний номер теми 0112U008233. 

Мета роботи полягала у вивченні особливостей скоротливості оваріального і цервікального відділів матки у інтактних мишей, за умов експериментальної імунокомплексемії (імунізація бичачим сироватковим альбуміном (БСА)) та залізодефіцитної анемії. 

Досягнення поставленої мети здійснювалось вирішенням наступних завдань:
1. Дослідити особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки за фізіологічних умов, а також при імунізації БСА та експериментальній залізодефіцитній анемії у мишей.

2. Встановити відмінності у скоротливості ОВ і ЦВ за умов зміни активності ПАРП-1 й функціонального стану мітохондрій  за умов імунізації БСА. 

3. Оцінити вплив введення НЧЗ на параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов імунізації БСА та експериментальної залізодефіцитної анемії у мишей.

Об’єкт дослідження – скоротливість оваріального і цервікального відділів матки у мишей.
Предмет дослідження – параметри скоротливості оваріального і цервікального відділів матки у інтактних мишей, за умов експериментальної імунокомплексемії та залізодефіцитної анемії, а також при експериментальних коригуючих впливах за даних умов. 

Методи дослідження – фізіологічні (фазно-графічний аналіз скоротливості матки), імунологічні (імунофлуоресцентний, імуноцитохімічний та ін. методи оцінки імунного статусу), біохімічні, статистична обробка результатів. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше показано, що скоротливість ОВ і ЦВ матки у мишей має певні характерні особливості: величини амплітуди, індексу скоротливості (ІС), швидкості скорочення та швидкості розслаблення є вищими у ЦВ, а тривалості активного стану та частоти скорочень (ЧС) – у ОВ міометрія.
Вперше змодельовано і здійснено комплексне дослідження моделі експериментальної імунокомплексемії у мишей. Доведено, що за даних умов відбувається зміна величин параметрів скоротливості (амплітуди, ІС, тривалості активного стану, ЧС) міометрія ОВ і ЦВ матки: величини амплітуди та ІС є вищими у ЦВ, а тривалості активного стану − у ОВ матки. Також вперше отримані дані стосовно скоротливості матки за умов експериментальної ЗА. Встановлено, що ЗА викликає пригнічення скорочувальної функції ОВ і ЦВ міометрія: зменшуються усі досліджувані параметри скоротливості, окрім ЧС.
Вперше показано суттєві відмінності змін скоротливості міометрія двох досліджуваних відділів матки у відповідь на фармакологічні впливи за умов експериментальної імунокомплексемії. Так, введення блокатора ПАРП-1 спричиняє зменшення амплітуди – в ОВ, зростання тривалості активного стану – в ЦВ та зменшення ЧС в обох відділах матки. Вплив на функціональний стан мітохондрій за допомогою препарату "Мексидол" при імунізації БСА призводить до різнонаправлених змін скоротливості ОВ і ЦВ матки: у ОВ – зменшує амплітуду та ІС, а у ЦВ – викликає їх зростання.

Вперше експериментально показано, що введення субстанції наночастинок нуль-валентного заліза впливає на скоротливість матки: за умов експериментальної імунокомплексемії пригнічує скоротливість ОВ і ЦВ, а при експериментальній залізодефіцитній анемії зумовлює підвищення і нормалізацію параметрів скоротливості матки обох відділів. 

Практична значимість отриманих результатів. Результати проведеного дослідження і їх аналіз є внеском у розвиток фундаментальних знань стосовно функціонального стану ОВ і ЦВ матки. Це створює підгрунтя для подальшого дослідження дії лікарських препаратів на різні відділи міометрія та здійснення диференційованих фармакологічних впливів на верхній і нижній сегменти матки у жінок. 

Отримані дані про нормалізацію параметрів механічної активності ОВ і ЦВ за умов експериментальної імунокомплексемії дають підстави рекомендувати введення блокатора ПАРП-1 для подальшого вивчення і застосування у випадках системних імунних розладів і безпліддя, а також нерезультативних екстракорпоральних запліднень. З'ясування ролі змін функціонального стану мітохондрій за допомогою препарату «Мексидол» при імунізації БСА засвідчило, що його введення призводило до зменшення досліджуваних параметрів скоротливості у ОВ, а у ЦВ – викликало їх зростання. Ці результати дозволяють рекомендувати «Мексидол» для подальших досліджень скоротливості ЦВ матки для стимулювання родової діяльності. 

Отримані відомості про те, що за умов експериментальної ЗА введення субстанції наночастинок нуль-валентного заліза викликало підвищення і нормалізацію параметрів скоротливості матки обох відділів у мишей, надають підстави для обґрунтування і розробки новітніх препаратів для лікування розладів репродуктивної функції при залізодефіцитних станах. 

Одержані в роботі результати розвивають і доповнюють відомості про регуляцію скоротливості матки, як за фізіологічних умов, так і при розладах репродуктивної функції, що створює підґрунтя для нових перспективних фармакологічних підходів, направлених на корекцію цих розладів і розвиток допоміжних репродуктивних технологій.

Особистий вклад здобувача. При виконанні дисертаційної роботи здобувачем проведено пошук і аналіз вітчизняної та зарубіжної наукової літератури за напрямом дослідження. Формування основних ідей роботи, мети та завдань експериментальних досліджень, аналіз наукової літератури за темою дисертації, організація та проведення переважної частини досліджень, статистична обробка фактичного матеріалу, інтерпретація отриманих результатів, обґрунтування наукових висновків та написання тексту дисертації здійснені автором самостійно. 

 Науковий керівник брав безпосередню участь в розробці основної концепції роботи, обговоренні результатів досліджень та уточненні формулювання висновків. 
Окремі експерименти були проведені разом з іншими співавторами опублікованих робіт, співробітниками Інституту фізіології ім.О.О.Богомольця НАН України: д. б. н. Т.Ю. Вознесенська, Т.В Блашків, к. б. н. Н.В. Макогон, С.І.Павлович, О.А. Шепель, Ю.П. Бідзіля. Здобувач висловлює подяку за допомогу в проведенні дисертаційних досліджень співробітникам відділу колоїдної технології природних систем Інституту біоколоїдної хімії ім. Ф.Д. Овчаренка НАН України: к.б.н. Л.С. Рєзніченко, Т.Г. Грузіній,  С.М. Дибковій.

Апробація результатів дисертаційної роботи. Основні положення й результати роботи були представлені на: ІІІ Конф.молодих вчених «Фізіологія: від молекули до організму» (м.Київ, 24-25 жовтня 2013 р.), X Міжнародній науковій конференції студентів і аспірантів (м.Львів, 8-11 квітня 2014 р.), VI Пленумі наукового товариства патофізіологів України та науково-практичній конференції «Актуальні питання експериментальної та клінічної патофізіології» (м.Вінниця, 23-25 вересня, 2014 р.), VIІ Міжнар. наук. конф. «Психофізіологічні та вісцеральні функції в нормі і патології (м.Київ, 7-9 жовтня 2014 р.), VІ Міжнар. наук. конф. «Актуальні проблеми сучасної медицини» (м.Київ, 17-19 жовтня, 2014 р.), Всеукраїнській конференції з міжнародною участю «Хімія, фізика і технологія поверхні» та семінарі «Наноструктуровані біосумісні / біоактивні матеріали» (м. Київ, 13-15 травня 2015 р.), Молодіжному форумі по нанобіотехнологіям «YouthNanoBioTech-2015» (м.Київ, 20-21 травня, 2015р.).

Публікації. За результатами роботи опубліковано сім статей у провідних вітчизняних і закордонних наукових журналах і сім тез доповідей. Отримано деклараційний патент на корисну модель «Спосіб моделювання системного імунокомплексного ушкодження у мишей (№ 93351, від 25.09.2014).

Структура і обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, основної часини (огляду літератури, опису матеріалів і методів досліджень, результатів досліджень та їх обговорення), висновків та списку використаних джерел (219 найменувань). Робота викладена на 149 сторінках машинописного тексту та проілюстрована 32 рисунками та 7 таблицями.

РОЗДІЛ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.2. Функціональна регіональність та іонно-транспортні системи міометрія 

1.2.1. Функціональна регіональність матки
Матка займає особливе місце серед гладеньком’язових тканин організму завдяки своїй особливій будові та функціям. Характерною особливістю гладеньком'язових тканин, зокрема матки, є здатність до генерації спонтанної електричної активності [163]. Доведено, що пейсмекерні клітини розташовуються в верхньому – оваріальному (ОВ) та нижньому –  цервікальному відділах (ЦВ) маткової труби у щурів [16]. Вивчення спонтанних міогенних ритмів можна віднести до найбільш актуальної проблеми в галузі фізіології  гладеньком’язових  клітин (ГМК). Здатність кожної окремої клітини міометрія до генерації спонтанного збудження є подібною до ГМК сечоводу. Це дозволяє стверджувати, що ритмічні автоматичні скорочення матки спостерігаються як в вагітних, так і невагітних організмах ссавців [40, 115].

Під час вагітності та пологів скорочувальна функція матки зазнає суттєвих змін, що вимагає функціональної диференціації різних її регіонів. Нещодавно було запропоновано ідею функціональної регіональності матки. Доведено, що існує ряд фізіологічних відмінностей між верхнім і нижнім сегментами міометрія [152, 154]. 

Верхній сегмент матки знаходиться в стані розслаблення протягом більшого терміну вагітності для забезпечення розвитку та росту плоду. Він починає скорочуватися на початку пологів, щоб викликати вигнання плоду, в той час як у нижньому сегменті стан розслаблення повинен швидко змінюватися станом скорочення, забезпечуючи проходження плоду [101, 104, 187]. Відомо, що основним клінічним проявом порушення цього процесу є передчасні пологи. Передчасні пологи є найбільш частою причиною неонатальної захворюваності та неонатальної смертності (60-70%), яка не пов’язана із вродженими вадами розвитку [15]. В Україні частота передчасних пологів складає за різними підрахунками від 12 до 46% [17]. На сьогодні є значний масив інформації стосовно регуляції скоротливої активності матки [163], проте залишаються малодослідженими особливості скорочувальної функції та її регуляції в окремих відділах матки, що тісно пов'язано з вивченням механізмів, які забезпечують узгоджену координацію діяльності органа в цілому.

Доведено, що у мишей ритмогенні зони ОВ і ЦВ автономні. Представлена в оваріальному відділі маткової труби спонтанна спайкова активність за своїми електрофізіологічними характеристиками є незалежною і відрізняється від цервікального відділу і тіла матки [40]. Та, на жаль, скоротливість верхнього і нижнього сегментів матки у жінок, як за фізіологічних умов, так і при патології, практично не вивчено з причини недоступності даного матеріалу для досліджень. В літературі наведено лише деякі дані відносно міометрія при вагітності, коли зразки були отримані в результаті кесаревого розтину. Так, показано, що верхній і нижній сегменти матки характеризуються диференціальною чутливістю до стимуляторів та релаксантів, що може мати важливе значення для загальної скорочувальної діяльності органу [104]. Більшість генів, які контролюють процес пологів, мають різний рівень експресії у верхньому і нижньому сегментах міометрія [180].

Під час вагітності відбуваються зміни експресії групи білків, відомих як білки активації матки [136]. До них відносять:  ендопероксидазу-2, рецептори до простагландину F та Е, синтазу оксиду азоту та коннексин-43, що відповідає за міжклітинні контакти міометрія, які необхідні для координації скорочення матки [152, 191]. Встановлено, що синтез білка конексину-43 та циклооксигенази-2 статистично більший у нижньому сегменті матки порівняно з верхнім сегментом [152]. Є твердження, що простагландин F2α (PGF2α) регулює експресію білків активації матки як у верхньому, так і у нижньому її сегментах і обумовлює запуск скорочень при пологах. З огляду на гіпотезу функціональної регіоналізації, важливо, що PGF2α по-різному модулює експресію окситоцинових рецепторів в обох частинах матки, збільшуючи його експресію у верхньому сегменті, в той час як не має ніякого ефекту в нижньому сегменті [69, 104, 192]. Доведено, що ІЛ-1β підвищує  синтез коннексину-43 і експресію рецепторів до PGF2α в обох сегментах, але пригнічує експресію окситоцинових рецепторів у верхньому сегменті [152]. 

Відомо, що кортикотропін-рилізінг гормон (CRH) відіграє важливу роль у регуляції скоротливості матки під час вагітності і пологів [89, 133]. Рецептори CRH-R1 і CRH-R2 експресуються у верхньому і нижньому сегментах міометрія у невагітній і вагітній матці, але експресія CRH-R1 значно пригнічується у верхньому сегменті під час пологів [187]. Кортикотропін, діючи на CRH-R1, здатний активувати різні сигнальні шляхи до і після початку пологів, змінюючи при цьому концентрацію та шляхи передачі Са2+ [89]. Однак функція цих рецепторів та відповідних сигнальних шляхів у невагітній матці невідома.

У верхньому і нижньому сегментах міометрія експресується також циклооксигеназа 1 і 2, окситоцинові рецептори, рецептори до прогестерону та ацетилхоліну. Продемонстровано, що енергетичні затрати (співвідношення АТФ/АДФ) в нижньому сегменті матки є більшими порівняно з верхнім сегментом, що можливо, відображає менше використання енергії за відносно спокійного стану у нижньому сегменті [29, 101, 154].

Відомо, що початок пологів характеризується підвищеним синтезом простагландинів і цитокінів. Дані, отримані на моделях гризунів, вказують на помітну роль транскрипційного ядерного фактору - kB (NF-kB) у скоротливості  міометрія: він активує синтез білків, які забезпечують скоротливість та пригнічує ефекти прогестерону, що забезпечує розслаблення. Встановлено, що NF-kB активується у верхньому і нижньому відділах матки до початку і під час пологів. Крм того, NF-kB регулює групу прозапальних генів міоцитів. Відомо, що міоцити при цьому можуть виступати в якості імунних, а також скоротливих клітин [159]. 
ГМК верхнього і нижнього відділів матки інтегровані в єдину систему − функціональний синцитій, проте характеризуються значним поліморфізмом за лінійним параметрами. Міоцити міометрія нижнього сегмента матки у невагітних щурів об'єднуються в м'язові пучки, оточені тонкими прошарками сполучної тканини [215]. Встановлено наявність в нижньому сегменті матки трьох субпопуляцій міоцитів: малих, середніх і великих. Кількість останніх збільшується під час вагітності і зачіпає переважно зовнішній шар міометрія тіла матки. Такі перетворення міоцитів розцінюються як варіант фізіологічної регенерації. При вагітності і особливо в останні дні вагітності відзначається виражений поліморфізм міоцитів, а також в цитоплазмі міоцитів з'являється невелика кількість мікропіноцитозних везикул. Встановлено, що зі збільшенням терміну вагітності зростає і кількість контактів між клітинами. Під час пологів в нижньому сегменті кількість великих міоцитів значно знижується, вони округлюються, і починають відділятися від сусідніх клітин. Така будова зовнішнього шару тіла матки, вважають, обумовлює силу родових схваток і потуг [10, 206].
Аналіз морфо-гістохімічних даних показав, що на поздовжніх зрізах ОВ матки інтактних щурів виявляються круглі або овальні атипові клітини з високим рівнем активності Са2+-залежної кислої фосфатази. Такі ж клітини виявлені у ЦВ, проте найбільше скупчення таких клітин виявлено саме в ОВ міометрія. В серединному відділі маткової труби цих клітин немає і лише в глибоких шарах, виявляється невелике їх скупчення [29, 40].
Загалом, дослідження особливостей біофізичних, біохімічних та регуляторних механізмів окремих регіонів матки вкрай обмежені і фрагментарні. Практично немає даних відносно іонно-транспортних систем в окремих сегментах міометрія, які в багатьох аспектах обумовлюють розвиток скорочення, тому є доцільним охарактеризувати функціональну роль основних іонно-транспортних систем міометрія в цілому.

1.1.2.Іонно-транспортні системи міометрія
Іонно-транспортні системи міометрія представлені у  плазматичній, мембрані, саркоплазматичному ретикулумі (СР) та мітохондріях міоцитів. У плазматичні мембрані розташовані:
Са2+ канали L- і Т-типу. Дигідропіридинчутливі канали L-типу є домінуючим типом потенціалкерованих Са2+-каналів у міометрії, які відкриваються при досягненні рівня деполяризації мембрани приблизно -40 мВ та зумовлюють тривале і масове надходження катіона в міоцити [80]. Також у міометрії представлені ізоформи і сплайс-варіанти каналів Т-типу. Вважають, що початкова деполяризація обумовлює активацію Т-каналів, що забезпечує зміну потенціалу, достатню для відкриття L-каналів [197]. 

Кальцієві помпи плазматичної мембрани. До 70% Са2+ після транзієнтного зростання його концентрації в міоплазмі виводиться із клітини за участю кальцієвих помп плазматичної мембрани, експресія яких зростає наприкінці вагітності  [48]. 

Натрій-кальцієві обмінники (NCX). Припускають, що в ГМК матки існує функціональний зв’язок між периферичним саркоплазматичним ретикулумом (СР) і NCX, а саме Са2+, який вивільнюється із СР, може транспортуватися за межі клітини завдяки роботі обмінника [111]. 

К+-канали (Са2+-залежні високої та низької провідності, АТФ-залежні, потенціалзалежні). У міометрії людини та тварин ідентифіковано декілька підтипів К+-каналів, зокрема Са2+-залежні високої та низької провідності, АТФ-залежні, потенціалзалежні (які є чутливими до Са2+). Ключову роль у забезпеченні потенціалу спокою відіграють Са2+-залежні К+-канали [71]. 
Са2+-залежні К+-канали високої провідності. У міометрії невагітних щурів Са2+-залежні К+-канали високої провідності здатні забезпечити більше ніж 30% реполяризуючого К+-струму, водночас функціональне значення їх знижується в пізні строки вагітності [71]. 

Са2+-залежні К+-канали низької провідності. Є докази того, що Са2+-залежні К+-канали низької провідності відіграють суттєву роль у підтриманні клітин міометрія вагітних щурів у стані низької збудливості, а рівень їх експресії перед пологами знижується [71,  98]. 

СР займає приблизно 6% загального клітинного об’єму міоцита матки і являє собою неперервну систему мембранних тубул і цистерн. Ділянки СР, розташовані в глибині міоцита, забезпечують надходження Са2+ до контрактильного апарату. Передбачається наявність локальних ділянок кластеризованих ріанодинових та ІР3-рецепторів, які виконують специфічну сигнальну роль. Для міометрія характерна функціональна відмінність різних регіонів СР та зростання об’єму під час вагітності [197]. До іонно-транспортних систем СР належать: 
ІР3-залежне вивільнення Са2+. Домінуюче значення для розвитку Са2+-сигналу в ГМК матки відіграє ІР3-залежне вивільнення Са2+ [54, 58]. У міометрії знайдено три відомі ізоформи каналів ІР3-рецептора. Зокрема, окситоцин спричинює гідроліз фосфоінозитидів в ГМК жіночої матки шляхом активації Gαq та Gα11 субодиниць гетеротримерних G-протеїнів з подальшим утворенням ІР3 і вивільненням Са2+ із СР. Значення другого вторинного месенджера – діацилгліцеролу (ДАГ) в міометрії докінця нез’ясовано. Вважають, що він забезпечує інтерналізацію і деградацію рецепторів окситоцину, а також знижує рівень транскрипції їхньої мРНК. Існує думка, що останні функції зумовлюються ДАГ-залежною активацією класичних та нових ізоформ протеїнкінази С [48, 58].

Ріанодиновий рецептор.  Це канал із кількома рівнями провідності для Са2+, що активується Са2+, цAДФ-рибозою (фізіологічні активатори), кофеїном та місцевими анестетиками. У ссавців ідентифіковано 3 гени, які кодують скелетну (1), серцеву (2) та мозкову (3) ізоформи ріанодинового рецептора, для всіх ізоформ характерний альтернативний сплайсинг. Всі три ізоформи ріанодинового рецептора ідентифіковані в міометрії і запускають Ca2+ індукований викид Са2 +. Підтверджена експресія і функціональна активність каналів ріанодинового рецептора в міометрії [163]. 

Транспорт Са2+ із СР. Використання агентів, які спустошують кальцієвий  пул СР (інгібування SERCA-помпи або стимуляція пасивного транспорту катіона із СР через збільшення цитозольного рівня ІР3), спричинює зростання концентрації Са2+ в міоплазмі клітин міометрія і розвиток скорочення [48]. 

Доведено, що внутрішньоклітинне зростання Са2+ обумовлене його транспортом з позаклітинного середовища крізь так звані SOCCs-канали (store-operated Са2+ channels), які, можливо, утворені протеїнами родини TRP (transient receptor potential). Встановлено, що експресія різних TRP (TRP 1–7) має певну видоспецифічність в міометрії жінки та ГМК матки щурів. У ГМК TrpC-протеїни виконують низку важливих функцій, таких як: клітинна міграція, ріст та диференціація, проліферація, модуляція мембранного потенціалу, скорочення ГМК [48, 54]. 

Фізіологічне значення пулкерованого Са2+ входу може посилюватись наприкінці вагітності. Наводяться докази того, що в цей період зростає експресія окремих ізоформ TRP та зростає роль SOCCs. Саме цей варіант Са2+-сигналінгу, вірогідно, обумовлює дію окситоцину в міометрії щурів на пізній стадії вагітності. Водночас у невагітних тварин домінує шлях, опосередкований потенціалкерованими Са2+-каналами [54]. Інтерлейкін-1β, вміст якого в тканинах матки зростає наприкінці вагітності, підвищує експресію TRP 3 в міометрії жінок та посилює пулкерований Са2+-транспорт [144]. 

Транспорт Са2+ через SERCA-помпи в люмен СР. Енергозалежний транспорт Са2+ в просвіт СР здійснюється завдяки функціонуванню SERCA-помпи, яка також належить до родини АТР-аз Р-типу [217]. У міометрії експресуються SERCA 2a, SERCA 2b (серцеві) та SERCA 3 (характерна для епітеліоцитів) ізоформи ензиму [54, 217]. Показано, що експресія помпи 2-го типу зростає за вагітності в ГМК матки людини та щурів, причому синтез ензиму посилюється під впливом естрогенів [54, 217]. 

Наразі достатньо з біохімічної та біофізичної точок зору охарактеризована система енергозалежного транспорту Са2+ в мітохондріях (МХ) (кальцієвий уніпортер їхньої внутрішньої мембрани), рушійною силою якого є наявність високого негативного потенціалу (близько - 180 мВ), що генерується в процесі функціонування електронно-транспортного ланцюга і транспорту протонів з матриксу у міжмембранний простір МХ [194]. Са2+-транспортні системи МХ міометрія задіяні у підтриманні Са2+-гомеостазу ГМК матки [19, 20]. 

1.1.3.  Участь оксиду азоту у регуляції функцій міометрія матки 
NO має широкий спектр функціональної активності, яка
включає регуляцію серцево-судинної, гуморальної, нервової, імунної, репродуктивної систем організму [161]. При нормальній вагітності, NO вносить вагомий внесок у підтримання судинного тонусу, збільшуючи кровопостачання матки. Встановлено, що взаємодія між NO і активними формами кисню (АФК) модулює судинний тонус протягом всієї вагітності [160]. Свій вплив на міометрій NO здійснює через Са2+-транспортні системи матки [11, 19] .
Відомо, що NO викликає розслаблення ГМК, проте біохімічні механізми цієї утерорелаксуючої дії мало досліджені. На сьогодні до кінця не встановлено, як NО впливає на іонні, мембранні та молекулярні закономірності Са2+-залежного розслаблення міометрія, тому залишається актуальним дослідження дії NО на іонно-транспортні системи, які можуть відрізнятися в верхньому і нижньому сегментах матки. Для NO, як регулятора скоротливості міометрія матки, можна припустити такі шляхи впливу, як збільшення–зменшення загального рівня іонів Са2+ в цитоплазмі, а також можливість просторового і часового  компартментного (локального) підвищення концентрації Са2+ в міоплазмі.

Встановлено, що за умов дії донорів NO відбувається зростання провідності в міоцитах вагітних жінок шляхом активації Са2+-залежних К+-каналів, що забезпечує релаксацію матки [56]. В міометрії NO може активувати/інгібувати ріанодиновий рецептор і ІР3-залежне вивільнення Са2+ із СР, а напрямок впливу значною мірою залежить від концентрації NO, яка може суттєво відрізнятись за фізіологічних умов та при запальних процесах. 

Є дані, що NO здатний викликати релаксацію шляхом інгібування пулкерованого входу Са2+ через cGMP-незалежну стимуляцію SERCA-помпи і відповідне блокування процесу спустошення СР-пулу, спричиненого агоністами, які стимулюють фосфоліпазу С [122]. NO пригнічує активність кальцієвих помп плазматичної мембрани міометрія, а про вплив NO на натрій-кальцієві обмінники дані відсутні [11].
Доведено, що NO відіграє важливу роль у регуляції функціонування МХ [160, 161]. Показано, що під впливом донора і попередника NО (нітропрусиду та нітриту натрію) спостерігається посилення енергозалежної акумуляції Са2+ в ізольованих MX міометрія, не пов'язане зі зміною їхнього мембранного потенціалу. Стимулювальний ефект може більшою мірою опосередковуватися активацією кальцієвого уніпортеру, ніж залежати від функціонування пори перехідної провідності [12]. Нещодавно отримані дані свідчать про те, що функціональний стан міометрія пов'язаний з аспартатним мітохондріальним переносником, який функціонує залежно від мітохондріального мембранного потенціалу (∆ψ) та неспецифічної провідності (мітохондріальних пор). Активність цього переносника не залежить від входу Са2+ через Са2+ - уніпортер, але пов'язана з NO. Мітохондрії можуть бути залучені у зміні скоротливої активності міометрія протягом вагітності внаслідок зміни активності мітохондріальної аргінази і, таким чином, через регуляцію загального виробництва NO [34, 35]. 
Проведений аналіз літератури стосовно скоротливості верхнього і нижнього відділів матки у мишей, а також певних біофізічних та біохімічних процесів, важливих для функціонування міометрія, можна звести до таких узагальнень:

1. Отримані останнім часом дані вказують на наявність функціональної регіоналізації матки, проте скоротливість окремих її сегментів за фізіологічних умов, а також при змінах функціонального стану міометрія практично не досліджена.

2. Са2+-транспортні системи ГМК в багатьох аспектах визначають скоротливість міометрія. Однак біофізичні механізми, що визначають специфіку реакцій окремих відділів вимагають свого вирішення. 
3. Оксид азоту є важливим регулятором Са2+-транспортувальних систем та скоротливості клітин міометрія.

4. Виходячи із мовленого вище, актуальним на сьогодні є вивчення особливостей та механізмів скоротливості верхнього (ОВ) і нижнього (ЦВ) відділів матки у мишей за різних експериментальних умов.

1. 2. Імунокомплексні процеси та механізми їх розвитку

        1.2.1. Характеристика імунокомплексних реакцій 
Утворення імунних комплексів (ІК) і їх підвищений вміст в крові може свідчити про розвиток гуморальної імунної відповіді на антиген, що є одним із проявів імунної відповіді організму на надходження антигенів. Одночасно з цим, ІК можуть запускати ланцюги патологічних змін, які започатковують аутоімунні захворювання, оскільки тривала циркуляція їх навіть при незначному підвищенні в рідинах організму призводить до нагромадження у тканинах. За таких умов може відбуватися неадекватна реакція організму, коли утворення і відкладання ІК спричиняє посилену агрегацію та адгезію тромбоцитів, що призводить до порушення мікроциркуляції крові та облітерації судин гемомікроциркуляторного русла, пошкодження і некрозу тканин [23, 49, 153].
Імунокомплексне ушкодження тканин є провідною патогенетичною ланкою розвитку багатьох патологій [184]. Відомо, що у клінічній практиці ряд інфекційних, запальних, онкологічних та системних захворювань супроводжується гіперімунокомплексемією, що є підґрунтям для розвитку імунодефіцитних та автоімунних синдромів. Патогенетичні механізми розвитку цих захворювань, крім ушкодження судин та внутрішніх органів, також супроводжуються продукцією структурно-неповноцінних антитіл, послабленням функцій системи фагоцитів та зниженою активністю дезорієнтованих імунними комплексами лімфоцитів [49].
Імунокомплексні ушкодження – це особлива група патологічних станів, клінічними формами яких є захворювання, обумовлені екзогенними антигенами (сироваткова хвороба, деякі форми алергії на лікарські препарати), аутоалергічні хвороби (системний червоний вовчак, ревматоїдний артрит, вузликовий периартеріїт), інфекційні хвороби (гепатит В, стрептококові інфекції). Причиною їх розвитку є розлади імунного гомеостазу, що може бути зумовлено дефектами певних ланок імунітету, зміною антигенів, порушеннями в системі імунокомпетентних клітин та надмірним утворенням  циркулюючих ІК [36]. 

До групи імунокомплексних захворювань відносять системні васкуліти (СВ) [126]. Це група гетерогенних хвороб, які характеризуються запаленням і пошкодженням кровоносних судин [143]. Системний васкуліт як існуюча хвороба вперше був описаний А.Сussmaul та I.Maier. Зараз відомо понад двадцять різних форм СВ. Більшість сучасних класифікацій заснована на роботі Zeek, який поєднав гістологічні зміни та клінічні прояви васкулітів. Найбільш широко визнана класифікація враховує розмір судин та антинейтрофільні цитоплазматичні антитіла (ANCAs) [47, 135, 143]. 
За результатами нещодавно проведених епідеміологічних досліджень було встановлено, що поширеність васкулітів має тенденцію до значного їх збільшення [135, 162]. Частота виявлення СВ перевищує 100 нових випадків на 1 млн населення [117], а реальна їх кількість набагато більша оскільки вони важко діагностуються, мають поступове посилення проявів та хронічний перебіг [36, 135]. 

Імунокомплексний компонент, який супроводжує дані імуноопосередковані запальні процеси може впливати на репродуктивну систему. Причини патогенності ІК та їх вплив на організм вивчаються багатьма дослідниками, проте ця проблема залишається до кінця не вирішеною. На сьогодні не з’ясовано, як впливають імунокомплексні ушкодження на скорочувальну функцію міометрія.
1.2.2. Механізми розвитку імунокомплексних ушкоджень
Утворення ІК та наступна їх елімінація спрямована на підтримку імунобіологічного гомеостазу [23],  однак тривала їх циркуляція може запустити ланцюги патологічних змін. У залежності від молекулярного складу ІК формуються низькомолекулярні, середньомолекулярні та високомолекулярні комплекси. Середньомолекулярна фракція найбільш токсична, оскільки вона може проходити через судинну стінку і відкладатися у тканинах, спричинюючи запалення [23, 145].
ІК здатні затримуватися в тканинах і запускати місцеві або системні запальні реакції. Пов'язуючи і активуючи компоненти комплементу, вони залучають клітини-ефектори запалення – фагоцити (макрофаги, нейтрофіли). Останні не здатні поглинати такі великі структури і виділяють протеолітичні ферменти та інші медіатори запалення, які пошкоджують тканини. ІК зумовлюють розвиток асептичного запалення через посилену міграцію лейкоцитів, еозинофілів, лімфоцитів і макрофагів у місця їх відкладення. Подальша активація фагоцитозу, адгезії й агрегації тромбоцитів, лізис лейкоцитів, вивільнення вазоактивних амінів, лізосомальних і протеолітичних ферментів, простагландинів посилюють патологічні зміни. Результатом цього є підвищена проникність судин, розвиток некротичних змін із деструкцією судинних структур [55].

Мішенню ІК є також ендотеліоцити судинної стінки, які впливають на перебіг імунної відповіді, особливо за умов гіперімунокомплексемії. Нещодавніми дослідженнями встановлено, що комплемент здатний атакувати мембрани ендотелію, що є маркером активного пошкодження судин [205]. Крім того, ендотеліоцити продукують важливі імунорегулюючі цитокіни (IL-1, IL-6, IL-8, IL-32, фактор активації фібробластів, ФНП-α), хемокіни та вазоактивні аміни. Встановлено підвищену експресію IL-32 у пацієнтів з ревматоїдним артритом і кореляцію тяжкості симптомів хвороби з високим ступенем експресії ФНП-α [137]. 

Аутоімунні процеси теж відіграють важливу роль у розвитку імунокомплексних захворювань. Зміна структурних властивостей судин, циркулюючих білків, нуклеотидів, пошкодження імунологічної толерантності може викликати утворення антитіл, що призводить до формування патогенних ІК та їх відкладення в судинах та тканинах. У результаті гіперімунокомплексемія здатна викликати розвиток аутоімуноагресивних реакцій [135]. 

Наявність різних систем Аг-Ат при імунокомплексних захворюваннях, їх утворення, циркуляція, фіксація та кліренс визначаються великою мірою генетичним контролем. Система HLA (human leukocyte antigens) бере активну участь в імунокомплексних процесах, імунорегуляторних та ефекторних функціях лімфоцитів, порушення координації між якими може зумовлювати розвиток та підтримання імунного запалення судин. Ряд робіт вказує на виражену схильність до виникнення певних СВ у людей, які мають у своєму генотипі деякі антигени системи HLA. Крім того, доведений виражений зв'язок між HLA-B27 Аг і варіантами СВ, такими як: хвороба Бехчета, хвороба Рейтера та ревматоїдний васкуліт [117, 123].
Таким чином, патологічні імунокомплексні процеси можуть бути викликані співвідношенням концентрацій антигену і специфічних антитіл, особливостями взаємодій між Аг та Aт, розмірами ІК, афінністю взаємодій Аг з Ат, інтенсивністю гуморальної імунної відповіді на антиген, генетичною схильністю та ін. Вони можуть зумовлювати подальші клітиннозалежні реакції, які призводять до розвитку хронічного запалення.
1.2.3. Участь NO у розвитку імунокомплексних захворювань
Нещодавніми дослідженнями встановлено, що запальні процеси та гіперімунокомплексні захворювання залежать від рівня NO та індукції АФК в організмі [62, 155]. Доведено, що NO залучений в розвиток васкуліту [155]. NO виробляється в ході конверсії L-аргініну в L-цитрулін трьома різними ізоформами ферменту, відомого як NO-синтаза (NOS) [92]. 

Ендотеліальна синтаза оксиду азоту (eNOS) являє собою конститутивно активний фермент, який експресується в ендотеліальних клітинах і відіграє важливу роль у регулюванні кровообігу та важливих ключових функціях судин: вазодилатації, інгібуванні проліферації гладкої мускулатури і агрегації тромбоцитів, модуляції адгезії лейкоцитів до ендотелію та ін. [70, 186] Дослідження eNOS показали, що цей фермент є важливим джерелом NO в судинах для регулювання кров'яного тиску, проліферації ГМК, запальних реакцій, ангіогенезу та ін. судинних функцій [202]. Крім того, зміни експресії та активності eNOS також корелюють з патогенезом захворювань з імунозапальним компонентом, таких як атеросклероз, діабет і астма [118]. Не так давно виявили, що у NOS3 мутантних мишей MRL/MpJ-Faslpr розвивається тяжкий нирковий васкуліт в порівнянні з немутантними тваринами в контролі. Знижена експресія eNOS також призводить до прискореного розвитку васкуліту, з ураженням нирок [105]. 
Нейрональна синтаза оксиду азоту (nNOS) є основним джерелом утворення NO в нейронах, який задіяний в подіях нейротрансмісії. nNOS також присутня в м'язах і кровоносних судинах. Індуцибельна синтаза оксиду азоту (iNOS) присутня в різних клітинах, включаючи макрофаги, гепатоцити та ендотеліальні клітини [112]. Активність іNOS значно посилюється у відповідь на запальні стимули, зокрема при імунокомплексних патологічних реакціях [155, 188]. NO, що виробляється цією ізоформою є критичним для імунного захисту та інших клітинних процесів. Дослідження NOS, проведені на моделях васкуліту, дозволяють припустити, що цей фермент в значній мірі сприяє пошкодженню судин  проте, роль eNOS та nNOS у розвитку васкулітів залишається не до кінця з'ясована.

Патогенетичну основу токсичної дії NO складає його спряжена реакція із супероксид-аніон радикалом, результатом якої є утворення пероксинітриту, а посилення некомпенсованої генерації вільних радикалів призводить до руйнування клітинних компонентів та запуску опосередкованих запальних реакцій [155]. Доведено, що ІК опосередковують синтез та виділення NO [128]. Відомо, що NO стимулює виділення цитокінів з ендотелію, які визначають розвиток запальних процесів у судинній стінці [70], інгібує експресію Fсγ RI- та Fсγ RII-рецепторів на ендотеліоцитах, послаблює активацію С-3-рецепторів [118].

 Таким чином, NO відіграє важливу роль у розвитку захворювань з імунокомплексним компонентом.

1.2.4. Участь ферменту полі(АДФ-рибозо) полімерази в  розвитку імунокомплексних процесів
ПАРП (полі(АДФ-рибозо) полімераза) – це родина ферментів, яка представлена 18 білками з гомологічним каталітичним доменом. Полі-АДФ-рибозилювання, що здійснюється ферментами родини ПАРП є оборотною посттрансляційною модифікацією білків, що впливає на численні клітинні процеси: репарацію ДНК, транскрипцію, метаболізм [60]. При активації ПАРП каталізує утворення ПАР (полі-АДФ-рибози) шляхом передачі АДФ-рибози від нікотинамідаденіндинуклеотиду (НАД+), який служить в якості кофактора для гліколізу і циклу трикарбонових кислот, забезпечуючи АТФ для більшості клітинних реакцій [21, 60].

Ядерний фермент ПАРП-1 є найбільш поширеною ізоформою сімейства ПАРП і відіграє важливу роль у багатьох фізіологічних і патологічних процесах [66]. ПАРП-1 є основним регулятором запальних шляхів і впливає на імунне дозрівання і диференціювання клітин. Цей фермент регулює експресію запальних медіаторів, таких як цитокіни, хемокіни, iNOS і молекул адгезії [66, 183]. В багатьох дослідженнях доведено, що ПАРП-1 відіграє ключову патогенетичну роль при ряді імунозапальних процесів за рахунок таких основних механізмів, як індукція клітинної загибелі за некротичним шляхом та посилення експресії прозапальних молекул.

Надмірна активація ПАРП, викликана сильним пошкодження ДНК, виснажує запаси НАД+ і АТФ, що в кінцевому результаті може призвести до некротичної загибелі клітин, зокрема ендотеліальних, і до подальшого розвитку ендотеліальної дисфункції [181]. Нарешті, зростає кількість літератури, що свідчить про участь ПАРП у регуляції експресії генів, за рахунок впливу на фактори транскрипції. Зокрема, все більше доказів центральної ролі ПАРП в регулюванні ядерного фактора-кВ (NF-kB). NF-kB регулює транскрипцію прозапальних цитокінів, факторів хемотаксису або матриксних металопротеїназ [181].

Підвищення активності ПАРП-1 було виявлено при різних захворюваннях у людини: в лейкоцитах при інфаркті та ішемії-реперфузії міокарду, в мононуклеарах крові пацієнтів із множинним склерозом, в тканині серця при септичному шоці, в тубулярних клітинах при ішемії-реперфузії нирок, в атеросклеротичних бляшках, у тканині мозку при нейродегенеративних захворюваннях та травмі мозку, причому рівень активації ферменту корелював із ступенем ураження [21].

Видалення гена або інгібування ПАРП-1 запобігало та послаблювало запальний процес при хворобі Паркінсона, аутоімунному нефриті, хронічному запаленні кишечника, експериментальному алергічному енцефаломієліті, експериментальному ураженні легень, за умов контактної гіперчутливості, на моделях септичного і геморагічного шоку та ін. [21, 66, 113, 183]. Проте не досліджено активацію та участь ПАРП-1 в патогенезі імунокомплексних ушкоджень, що може мати як фундаментальне, так і практичне значення.
1.2.5. Репродуктивна функція за умов імунокомплексних реакцій
На сьогодні мало відомо про стан репродуктивної системи за умов імунокомплексних захворювань, оскільки, імунокомплексні ушкодження важко діагностуються. Для нормального перебігу вагітності та пологів потрібне адекватне функціонування репродуктивної системи, зокрема скоротливості матки. Встановлено, що системні первинні васкуліти негативно впливають на перебіг вагітності у хворих пацієнтів. Жінки більш схильні до розвитку імунокомплексних ушкоджень, що можна пояснити локалізацією ряду генів імунної відповіді в Х-хромосомі та високим рівнем у них естрогенів, які підвищують активність Т-хелперів, викликаючи гіперпродукцію інтерлейкінів, послаблюючи елімінацію ІК [47]. 
Артеріїт Такаясу – грануломатозний васкуліт, що ушкоджує великі судини (аорта, легенева артерія) та виникає у жінок під час їх дітородного віку [176]. У таких хворих встановлено  ускладнення вагітності, зокрема гіпертензія та/або прееклампсія зареєстрована в 57 (44 %) випадків, спонтанний аборт у 8-16 % і внутрішньоутробна загибель плоду в 20 % випадків [196]. При перебігу артеріїту Такаясу встановлений високий рівень передчасних пологів (15-20%), в деяких випадках внутрішньоутробна затримка росту, низька вага при народженні, передлежання плаценти і ретроплацентарні гематоми. У 35 % випадків спостерігаються роди кесаревим розтином [84, 176]. 

Гранулематоз Вегенера – некротичний васкуліт дрібних судин, зазвичай вражає верхні дихальні шляхи, легені та нирки. У хворих відмічено ускладнення вагітності: погіршення функціонування нирок (нефрит), прееклампсія (15-20 %), передчасні пологи (10-30%), аборт (5-10%) або втрата плоду (10 %), в 30-50% роди проходять за допомогою кесаревого розтину [176, 185]. Вважають, що пацієнти з активним захворюванням або з початком захворювання під час вагітності мають високий ризик смертності матері та плода. Повідомляють про розвиток даної патології після пологів або після аборту. Вірогідність рецидиву васкуліту під час вагітності становить 10-40 % в стадії ремісії при зачатті і до 100% у пацієнтів з активним захворюванням [176].

 Синдром Черджа–Стросса – легеневий та системний васкуліт малих судин із позасудинними гранульомами і гіпереозінофілією, що зустрічається у пацієнтів з астмою та алергічним ринітом [185]. Зазвичай спостерігається недоношеність плода, у більшості таких пацієнтів роди нормальні, але новонароджені мають низьку вагу. Пацієнти з початком захворювання під час вагітності мають високий рівень виникнення ускладнень  [83].

Вузликовий поліартеріїт (ВП) – некротичне запалення артерій середнього або дрібного розміру [185]. Кілька клінічних випадків вагітності у хворих на ВП описано в останні роки [200]. Вважають, що хворі пацієнти мають високий ризик смерті, тому рекомендовано робити аборт [185]. 

Хвороба Бехчета (ХБ) – хронічний, рецидивуючий, мультисистемний, запальний процесс, що характеризується повторюваними оральними та генітальними виразками, неврологічними проявами і тромбозом. Переважно вражає молодих жінок під час дітородного віку [185]. У пацієнтів із ХБ частота ускладнень вагітності складає 26 %, а частота спонтанних абортів – 20,8 % випадків [176]. Інші ускладнення вагітності у хворих ХБ: гіпертензія та гестаційний цукровий діабет. З іншого боку, є дані, що до 60 % пацієнтів з ХБ мають деяке поліпшення під час вагітності (але у 30 % наступає рецидив, який може бути серйозним, аж до церебрального венозного тромбозу). Вказують на невисокий рівень (близько 5 %) передчасних пологів при ХБ, в 5-15% роди проходили за допомогою кесаревого розтину [177].


Таким чином, на основі проведеного аналізу даних літератури можна зробити такі узагальнення:
1. Імунокомплексні процеси призводять до поліорганної дисфункції з системними ушкодженнями судин. 

2. NO, утворений різними шляхами, відіграє важливу роль у розвитку імунокомплексних ушкоджень.
3. Відмічено роль ПАРП при численних імуноопосередкованих хворобах, проте не досліджено активацію та участь ПАРП в патогенезі імунокомплексних захворювань. 
4.  У хворих на реакції гіперчутливості ІІІ типу збільшується ризик рецедивів, ускладнень і фатальних наслідків для жінок і плоду під час вагітності. 

5. Подальші дослідження з використанням експериментальних моделей повинні бути спрямовані на розробку нових підходів оцінки системної імунокомплексемії та з'ясування її механізмів і наслідків для репродуктивної функції, а також для тестування нових терапевтичних заходів за умов імунокомплексного запалення.

6. Практично не досліджено зміни скоротливості матки за умов системного запалення судин, спричиненого ІК. Є необхідним більш повне уявлення про механізми та наслідки таких змін для репродуктивної функції. 

1.3. Препарати наночастинок заліза за умов залізодефіцитної анемії

Нанотехнології є новим напрямком науки і технологій, що надзвичайно швидко розвивається. Наночастинки — це органічні та неорганічні структури розміром менше 100 нм. Важливе місце серед них належить наночастинкам заліза (НЧЗ), які володіють cуперпарамагнетизмом, підвищеною реакційною здатністю, протианемічними та антибактеріальними властивостями і є відносно не токсичними. Завдяки своїм характеристикам вони набувають все більшого застосування в сферах медицини, електроніки, сільського господарства та ін., проте ефективність та ризик їх профілактичного і терапевтичного застосування не є вивченим. Мало відомостей про механізми взаємодії НЧЗ з клітинами і субклітинними структурами та про їх вплив на генетичний матеріал клітини. Тому питання ефективності та безпечності впливу нанозаліза на організм залишається відкритим і вимагає ретельних досліджень.
1.3.1. Застосування препаратів наночастинок оксиду заліза для лікування залізодефіцитної анемії

Залізодефіцитна анемія (ЗА) сьогодні за даними ВООЗ визнана однією із важливих соціальних проблем світового масштабу [76, 216]. Близько 2 мільярдів людей на нашій планеті страждають на ЗА. До основних груп ризику розвитку ЗА відносяться жінки репродуктивного віку, вагітні жінки, діти з перших років життя [28]. Друге місце за розповсюдженістю після ЗА займає анемія хронічних захворювань. Цей вид анемії супроводжує хронічні інфекції, запальні захворювання та неопластичні процеси. 

На даний час сучасний ринок лікарських препаратів представлений значним арсеналом протианемійних препаратів заліза, що характеризуються різним вмістом в них заліза та наявністю допоміжних компонентів, які впливають на фармакокінетику різних лікарських форм. За формою заліза існуючі препарати розділяють на дві групи: препарати солей заліза та препарати залізовмісних комплексів. 

Анемія, як правило, супроводжує усі стадії хронічного захворювання нирок і пов'язана з недостатнім утворенням нирками еритропоетину, а також залізодефіцитом. Ферумокситол (Feraheme™, AMAG Pharmaceuticals) – це ін'єкційний препарат для лікування ЗА у дорослих хворих із хронічним захворюванням нирок. Ферумокситол відноситься до групи надмалих суперпарамагнітних наночастинок оксиду заліза з нестехіометричним магнетитом (17-31 нм). Магнетит покритий карбоксиметилдекстраном, що ізолює біоактивне залізо препарату від плазми крові поки ферумокситол не буде захоплений макрофагами селезінки, печінки і кісткового мозку [110]. Ферумокситол також може застосовуватися для магнітно-резонансної ангіографії у якості контрастного агенту (діагностика аневризм аорти, тромбозу вен нижніх кінцівок) [140].

Аскорбінова кислота підвищує ефективність препаратів заліза при лікуванні ЗА, збільшуючи біодоступність солей заліза в шлунково-кишковому тракті шляхом зміни ступеня окиснення іонів заліза. Наночастинки магнетиту розміром 5 нм покриті аскорбіновою кислотою використовуються при лікуванні ЗА. Встановлено, що введення даної субстанції тваринам є ефективним при інтраперитонеальному і пероральному введенні – спостерігається зростання рівня гемоглобіну і еритроцитів, відсутні появи токсичності [142]. Інший препарат на основі НОЗ –  феромагніт-35, який  в дозі 35 мг на першу добу і 70 мг на 14 добу запобігає розвитку залізодефіцитних станів у поросят [39].
Антианемічні засоби мають ряд недоліків: низький рівень засвоюваності, висока частота проявів побічних ефектів (нудота, анорексія, металевий присмак у роті, запори, диспепсичні розлади), значна тривалість курсу прийому препаратів (до 2-3 місяців) для досягнення терапевтичного ефекту. Усі ці побічні ефекти значно впливають на комплаєнтність існуючих протианемійних препаратів заліза, тобто на дотримання кратності та режиму прийому. Тому сучасні препарати заліза не можуть повністю задовольнити клініцистів, що спонукає до розробки нових протианемічних лікарських засобів на основі наночастинок.

1.3.2. Наночастинки заліза
Нанозалізо – це загальне поняття, яке охоплює матеріали з нанометровими лінійними розмірами на основі заліза: наночастинки нуль-валентого заліза, або наночастинки Fe0 (zero-valent iron nanoparticles, НЧЗ), наночастинки оксиду заліза (iron oxide nanoparticles, НОЗ) або суперпарамагнітні наночастинки оксиду заліза (superparamagnetic iron oxide nanoparticles), композитні наноматеріали [45].

Наночастинки Fe0 зазвичай представлені структурою за схемою «ядро-оболонка». Ядро складається з нуль-валентного (металічного) заліза, тоді як оболонка, яка утворюється внаслідок окиснення металічного заліза, представлена гідроксидами або оксидами заліза Fe(II) та Fe(III). Fe0 у хімічних реакціях виступає донором електронів, тоді як оболонка бере участь в утворенні хімічних комплексів (хемосорбції). Залізо у навколишньому середовищі існує переважно в окисненому стані, тоді як відновлене Fe0 є штучно створеним матеріалом [93].

Для синтезу наночастинок  Fe0 застосовують як підхід «зверху-вниз», так і підхід «знизу-вверх». Наночастинки Fe0 отримують шляхом розпилення у вакуумі, відновлення частинок гематиту воднем за високих температур, за допомогою розкладання пентакарбонілу заліза (Fe(CO)5) в органічних розчинниках або аргоні, а також шляхом електролітичного осадження солей заліза (ІІ). До підходу «знизу-вверх» відноситься метод відновлення солей закису (Fe(II)) і окису (Fe(III)) заліза борогідридом натрію [81]:

4Fe3+ + 3BH4− + 9H2O → 4Fe0 ↓ + 3H2BO3− + 12H+ + 6H2 ↑

Метод простий у зв’язку із застосуванням лише двох реагентів, а також не потребує спеціального обладнання [81]. 

Унікальні магнітні властивості, зокрема магнітовпорядкований стан притаманні нанозалізу. Атоми наночастинок мають нескомпенсовані власні магнітні моменти, які можуть набувати певної впорядкованої просторової орієнтації, що обумовлює наявність спонтанної намагніченості. При зменшенні розміру магнітного матеріалу відбувається зміна магнітних властивостей на супермагнітні, при цьому наночастинки здатні до орієнтування зовнішнім магнітним полем, а також до значного посилення магнітного потоку [82, 134].

Наявність магнітних властивостей зумовлює агрегацію наночастинок, що є важливим параметром, що визначає їх токсичність. Більш високі концентрації можуть давати більш високу агрегацію НЧЗ, тим самим зменшуючи їх реакційну здатність і їх антимікробну дію. Крім того, збільшення часу дії призводить до підвищення окислення і пасівації наночастинок, що в кінцевому результаті, знижує їх реактивність [151].

Важливою властивістю наночастинок є також їх велика площа поверхні, яка відбивається їх підвищеною реактивністю [212]. Крім цього, нанозалізо володіє високою хімічною реакційною здатністю, що робить можливим застосовувати цей наноматеріал для прискорення (каталізу) хімічних реакцій [45]. 

Вищеописані магнітні властивості, висока хімічна реакційна здатність, невисока токсичність та вартість нанозаліза, здатність до біодеградації у організмі, обумовили його застосування в багатьох напрямках біології та медицини, таких як магнітно-резонансна томографія (в якості контрастних агентів), магнітна гіпертермія у онкології, доставка лікарських засобів, тканинна інженерія, лабораторні дослідження тощо [73, 142]. 
Серед наноматеріалів, наночастинки Fe0 являють собою нове покоління продуктів, використовуваних для стратегій з відновлення навколишнього середовища, оскільки воно є відмінним донором електронів та має високу активність у окисно-відновних процесах, тому використовується для очищення навколишнього середовища [88, 130]. Тому воно вважаються допустимим варіантом для очищення забруднених грунтів і систем грунтових вод [63]. Нестача досліджень, які оцінюють вплив на  здоров'я та екологічні ризики використання наночастинок Fe0 в даний час перешкоджає його комерціалізації [119].

1.3.3. Препарати наночастинок оксиду заліза
Наночастинки оксидів заліза (НОЗ) завдяки хімічній стабільності та низькій токсичності, порівняно із наночастинками Fe0 частіше використовуються в медицині. Ядро НОЗ представлене оксидом заліза (ІІ,ІІІ) магнетитом (Fe3O4) та/чи оксидом заліза (ІІІ) маґгемітом (γFe2O3), які володіють подібними магнітними властивостями і складається із аморфної і кристалічної частин. Магнетит у складі НОЗ може окиснюватися до маґгеміту, супроводжується зміною кольору речовини з чорно-коричневого на червоно-коричневий. На поверхні НОЗ є покриття, яке забезпечує стабільність і біосумісність наночастинок [150, 198]. 

Розміри НОЗ визначають їх фізичні, біологічні, фармакологічні та токсикологічні властивості, більші наночастинки краще захоплюються макрофагами [74, 198], проте менші – довше циркулюють у крові та здатні проходити через стінку судин [77]. Тому наночастинки за розміром розподіляють на три типи: 1) надмалі суперпарамагнітні наночастинки оксиду заліза, 10–50 нм (сюди відносять і монокристалічні наночастинками оксиду заліза); 2) малі або стандартні суперпарамагнітні наночастинки оксиду заліза, 60–150 нм; 3) великі частинки оксиду заліза, 300 нм–3,5 мкм [175].

1.3.4. Механізми дії наночастинок нуль-валентного заліза (Fe0)
Основний механізм дії наночастинок Fe0 все ще залишається предметом дискусій [211]. Ключовим етапом взаємодії наночастинок із клітиною є проникнення через біомембрану. Проникнення може бути фагоцитарним чи нефагоцитарним через пасивне захоплення чи адгезивні взаємодії і залежить від розміру, заряду і концентрації наночастинок [208]. Нефагоцитарне захоплення ініціюється силами Ван дер Ваальса, електростатичними зарядами, ефектами поверхневого натягу, що призводить до впливу наночастинок на цитоплазматичні білки і органели. При цьому наночастинки можуть виявлятися в зовнішній мембрані, цитоплазмі, мітохондріях, ліпідних везикулах, ядрі [72]. Показано, що частинки розміром 2,5–10 мкм накопичуються у великих цитоплазматичних вакуолях, розміром – до 100 нм виявляються в органелах, зокрема мітохондріях [212]. Залежно від локалізації та концентрації всередині клітини наночастинки можуть впливати на органели чи ДНК і, за певних умов призводити до загибелі клітини [72]. 

Електричний заряд наночастинок також є важливою складовою при взаємодії з клітиною. Bстановлено, що від’ємно заряджені аніонні наночастинки викликають конформаційні зміни молекул фосфатидилхоліну, зменшуючи кут між гідрофільною і гідрофобною частинами молекули, при цьому підвищується щільність ліпідної мембрани і відбувався перехід у гелеву фазу. Під дією позитивно заряджених наночастинок фосфатидилхолін зазнає протилежних конформаційних змін, знижується щільність мембрани і відбувається перехід у рідку фазу (золь) [157]. Модуляція ліпідного шару плазматичної мембрани під дією наночасточок може бути одним із механізмів їх впливу на органели клітин. Приєднання магнітних наночастинок до поверхні клітин і застосування зовнішнього магнітного поля дозволяє керувати функціями клітин [99].

Поряд із дослідженнями перспективності застосування наночастинок з метою впливу на функції клітин і органів, проводяться дослідження по вивченню його токсичної дії. Є невелика кількість робіт, що встановлюють дози токсичного впливу та його механізми на клітини. У дослідженні ефекту часткового окиснення («старіння») та модифікації поверхні наночастинок Fe0 на потенційну нейротоксичність за умов in vitro на культурах клітин мікроглії і нейронів гризунів було встановлено, що наночастинки Fe0 спричиняють найвищу активність оксидативного стресу в клітинах мікроглії та понижують вміст АТФ у нейронах порівняно із наночастинками магнетиту (Fe3O4). При цьому в клітинах мікроглії спостерігали набухання мітохондрій, прояви апоптозу, а в нейронах – перинуклеарні включення та гранульованість цитоплазми. Тобто, часткове або повне окиснення наночастинок Fe0 призводить до пониження їхньої окисно-відновної активності, що ймовірно понижує токсичність відносно клітинних культур ссавців [167]. 

Реакція Фентона лежить в основі цитотоксичності заліза. Це окисно-відновна реакція між перекисом водню і Fe(II) у ролі каталізатора, в результаті якої перекис водню розщеплюється на іон гідроксиду і вільний гідроксильний радикал:

Н2О2 + Fe2+ → ˙ОН + ОН– + Fe3+
Гідроксильний радикал (˙ОН) належить до АФК, має короткий період напівжиття (10–9 с), володіє дуже високою реакційною здатністю і може пошкоджувати біологічні молекули. Вільні електрони передаються від однієї молекули до іншої та запускають каскад пошкоджувальних реакцій [67, 116]. АФК утворюються наночастинками безпосередньо на їх поверхні, коли водночас там присутні окисники і вільні радикали, за умов реакцій Фентона [190].

На теперішній час переважна більшість досліджень була присвячена  ля встановленню можливих механізмів токсичності наночастинок Fe0 по відношенню до бактерій, в тому числі оцінювали порушення цілісності клітинних мембран, вплив на дихання, пошкодження ДНК, білків, по генерації АФК визначали окисний стрес [102, 189]. Нещодавні дослідження показали, що токсичність НЧЗ для бактерій залежить від розміру, дози [63] та форми [211].

У бактерій початковий етап прояву токсичності наночастинок Fe0 включає ушкодження клітинної стінки [67, 151]. За допомогою технік "Omic" були оцінені маркери токсичності – гени, що беруть участь у циклі азоту (нітрат-редуктаза і нітрит-редуктази), реплікації ДНК (гіраза), гліколізу (піруваткіназа). Встановлено, що у бактерії Pseudomonas stutzeri експресія даних генів не змінилася в порівнянні з контрольним геном (16S рРНК) при дії FeNPs, проте експресія katB (каталази) була значно збільшена (5,7 рази вище, ніж в контролі). Каталаза є ферментом, який бере активну участь в детоксикації окисного стресу в клітині. Наночастинки можуть генерувати АФК, які в свою чергу, можуть викликати окислювальну стрес-відповідь [151]. За умов Fe0-індукованого стресу у бактерій P. Stutzeri пригнічується модуляція мембранних білків і активуються білки, що беруть участь у захисті від окислювального стресу та різні детоксикаційні ферменти [61, 148].

За умов дії наночастинок Fe0 у Pseudomonas stutzeri значно знижується активність багатьох мембранних та транспортних білків, відбувається пригнічення ABC-транспортеру заліза, периплазматичних білків, TonB-залежних рецепторів, які беруть участь у поглинанні заліза [151]. Спостерігається пригнічення метаболічних ферментів, що беруть участь у забезпеченні попередників біосинтезу для ДНК та / або РНК в тому числі, альфа субодиниці дифосфат рибонуклеотид-редуктази і інозин-5'-монофосфат-дегідрогенази (IMPDH). Обидва ферменти належать до оксидоредуктаз і активність їх може бути порушена окисним стресом, створеним Fe0 [109]. Крім того, IMPDH каталізує швидкість синтезу гуанозинтрифосфату [199], що дозволяє припустити, що Fe0-індукований стрес призводить до порушення синтезу білка [151]. 

Elham Barzan et al. (2014) теж прийшли до висновку, що цитотоксичний ефект НЧЗ (20-50 нм) може бути опосередкований проникненням частинок через клітинну стінку, з подальшою їх взаємодією з внутрішньоклітинним киснем, призводячи до окисного стресу і в кінцевому результаті до загибелі бактеріальної клітини [67]. Встановлено, що НЧЗ володіють бактерицидною дієї по відношенню до бактеріальних штамів, як грам-позитивних (Bacillus subtilis var. Niger), так і грам-негативних (Pseudomonas fluorescens, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli,) [67, 95]. Зменшення бактерицидного ефекту НЧЗ, після його окислення, пояснюють утворенням шару окисленого заліза на наночастинці [65]. Слід зазначити, що чорний колір НЧЗ жовтіє, після окислення [207]. Крім того, наночастки Fe0 не є мутагенними при низьких концентраціях [67].

Отже, вплив наночастинок заліза на клітини залежить від розміру, форми, заряду та концентрації ноночастинок. Завдяки унікальних біологічним властивостям наночастинки заліза виступають багатофункціональними кофактороми білків у окисно-відновних реакціях, проте водночас є цитотоксичними, адже призводять до розвитку окисного стресу. У основі фізіологічного та токсичного впливу нанозаліза лежить утворення АФК переважно внаслідок реакції Фентона. Не виключений механізм прямої взаємодії наночастинок із клітинними мембранами. Перспективним є вивчення більш тонких механізмів взаємодії наночастинок Fe0 із клітиною, розроблення нових препаратів на основі нанозаліза, а також розвиток математичного прогнозування властивостей таких наночастинок. 

Таким чином, на основі опрацьованих літературних даних досліджуваної проблеми про препарати наночастинок заліза для лікування ЗА зроблено такі узагальнення:
1. Вплив нанозаліза залежить від розміру, форми, заряду та концентрації ноночастинок. Проте, на сьогодні біологічний ефект наночастинок Fe0 за умов in vitro та in vivo є вивчений недостатньо і потребує подальшого вияснення. 

2. При вивченні потенційних протианемійних властивостей субстанції НЧЗ актуальності набуває оцінка їх впливу на функціональний стан органів жіночої репродуктивної системи, зокрема скоротливість міометрія при моделюванні залізодефіцитної анемії у тварин. 

Отже, опрацювання літературних джерел згідно теми дисертаційної роботи робить актуальними дослідження та вимагає проведення експериментів з використанням тварин для вивчення скоротливості ОВ і ЦВ матки за фізіологічних умов, при моделюванні імунокомплексного процесу та залізодефіцитної анемії. А також за умов коригуючих впливів: блокування ферменту ПАРП-1, зміни функціонального стану мітохондрій та введення наночастинок нуль-валентного заліза при даних модельованих процесах.

                                                                  РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

Досліди проводились із дотриманням основних положень Конвенції Ради Європи про охорону хребетних тварин, що використовуються в експериментах та в інших наукових цілях, від 18.03.1986 р., Директиви ЄС №609 від 24.11.1986 р., Наказу МОЗ України №66 від 13.02.2006 р. та Закону України «Про захист тварин від жорстокого поводження» від 21.02.2006 № 3447-IV. Дослідження проведенні на 100 невагітних статевозрілих самицях мишей лінії СВА, а також на 50 самицях мишей лінії ВАLB/с масою 18–22 г.
2.1. Фазно-графічний метод дослідження скоротливості міометрія матки
З метою дослідження особливостей скоротливої активності різних регіонів матки в нормі та за різних експериментальних умов використовували метод фазно-графічного аналізу [170].
Відпрепаровували матку, виділяли ОВ і ЦВ матки (рис.2.1.) і поміщали в холодний розчин Кребса (4оС, pH 7,29) такого складу (в мілімолях на 1 л): NaCl - 120, KCl – 5,9, NaHCO3 - 15,5, NaH2PO4 - 1,2, MgCl2 - 1,2, CaCl2 - 2,5, глюкози - 11,5 (Sigma, США) . 
	[image: image41.emf]Амплітуда

0

1

2

ОВ ЦВ

мН

Контроль ЗА

*** ***


[image: image42.emf]Індекс скоротливості

0

1

2

3

ОВ ЦВ

мН

Контроль ЗА

***

***

  Оваріальний відділ
[image: image43.emf]0

5

10

15

ОВ ЦВ

с

Тривалість активного стану

Контроль ЗА

**

*

  Цервікальний відділ


Рис.2.1.Будова матки у мишей.
Смужки міометрія переносили до експериментальної камери. Рівномірну перфузію розчину здійснювали перистальтичним насосом НП-1М. Ізометричну силу скорочень вимірювали механо-електричним перетворювачем (FT 106) і реєстрували швидкодіючим самописцем Н3021-3. Датчик відкалібровували, його статична характеристика мала невеликий зсув (0 - 2,0 В) і нахил (0,05 - 0,1В/мН). Візуальний контроль досліджуваних параметрів здійснювали за допомогою осцилографа С1-83. Водночас проводили комп’ютерну реєстрацію скорочень за допомогою програми IRIS Waveware версії 2.6.1. Базову активність реєстрували протягом 20-30 хв. 
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	Рис. 2.2. Типове фазне скорочення міометрія (верхня крива) і його перша похідна (нижня крива). Параметри скорочення міометрія: 
"Fmax " - амплітуда скорочення, мН; 

" CVmax"- позитивний пік першої похідної скорочення (макс. швидкість скорочення), мН/с; 

"RVmax"- негативний пік першої похідної скорочення (макс. швидкість розслаблення), мН/с.
Т – час, між максимальною активацією (CVmax) і дезактивацією (RVmax) скорочення (с).


Для кількісної характеристики фазних скорочень досліджувались такі параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки: амплітуда скорочення (Fmax, мН), частота скорочення (кількість за секунду), тривалість активного стану – час  між максимальною активацією (CVmax) і дезактивацією (RVmax) скорочення (Т, с), швидкість скорочення і розслаблення (CVmax, RVmax, мН/с), індекс скоротливості (IС, як добуток Fmax на CVmax/RVmax, мН) [170] (Рис.2.2).

З метою визначення особливостей скоротливості різних відділів матки, вивчали скоротливість міометрія у інтактних мишей, а також за таких експериментальних впливів: 

1) довготривала імунізація бичачим сироватковим альбуміном (БСА), що відтворювала системну імунокомплексемію (реакцію гіперчутливості ІІІ типу за класифікацією Кумбса і Джелла); 
2) дія блокатора ПАРП-1 та зміна функціонального стану мітохондрій при експериментальній системній імунокомплексемії;
3) експериментальна залізодефіцитна анемія, що відтворювала хронічну нестачу заліза у харчовому раціоні людини; 
4) застосування наночасточок заліза як у нормі, так і при імунізації БСА та залізодефіцитній анемії.

2.2. Моделювання системної імунокомплексемії та імунологічні методи її оцінки
2.2.1. Відтворення системної імунокомплексемії 
Системний імунокомплексний процес відтворювали за допомогою імунізації мишей зростаючими дозами антигену – БСА (Sigma, USA) раз на тиждень внутрішньовенно (в/в) протягом 6 тижнів за такою схемою: 

І введення – 150 мг БСА/кг маси миші; ІІ – 200 мг/кг; ІІІ – 250 мг/кг; ІV – 250 мг/кг; V – 300 мг/кг; VІ – 300 мг/кг маси миші. 

Контрольними були миші, яким замість БСА вводили фізіологічний розчин у відповідному об'ємі згідно схеми імунізації.

На 7 добу після останньої імунізації тварин піддавали ефірному наркозу і вилучали матеріал: матку (для визначення скоротливості, імуноцитохімічних та цитологічних досліджень), аорту, печінку, нирки, селезінку, тимус, пахові лімфовузли, перитонеальний ексудат та сироватку крові для подальших досліджень. 

2.2.2.Методи дослідження стану імунної системи
Активацію вроджених та адаптивних імунних процесів досліджували за показниками лейкограми крові, НСТ-тесту, визначення катіонних білків та фагоцитарної активності клітин неспецифічної резистентності, реакції гальмування адгезії лімфоцитів (РГАЛ), утворення циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) та оцінки фіксації імуноглобулінів в тканинах.

Дослідження лейкограми проводили за стандартною методикою на мазках крові забарвлених за Романовським-Гімза [18], підраховували відносну кількість лейкоцитів крові.

Рівень циркулюючих імунних комплексів (ЦІК) в сироватці визначали загальноприйнятим методом преципітації в розчині поліетиленгліколю-6000 (в мікромодифікації). Оптичну густину проб визначали за допомогою EIA Multi-well Reader II (“Sigma Diagnostics”, USA) при 405 нм з референс-фільтром 630 нм. Результати виражали в умовних одиницях – у.о. (оптична густина проб х 1000).

Тест відновлення нітросинього тетразолію (НСТ-тест). Каплю крові, нанесену на покривне скло, інкубували 20 хв. при 37°С у вологій камері. Відмивали 0,15 М NaCl. Далі інкубували 30 хв. у вологій камері при 37°С , висушували, фіксували 60 с в метанолі. Фарбували  протягом 5 хв. 0,7% сафраніном (в 28% розчині гліцерину). Підраховували відсоток клітин з відкладеннями формазану (НСТ-позитивні клітини) при дослідженні під світловим мікроскопом 100 нейтрофілів - (об.100 х ок.12,5) [18]. По кількості відкладеного в клітинах фармазану оцінювали їх активність в умовних одиницях і розраховували індекс активації: ІА= (0 х Н0 + 1 х Н1 + 2 х Н2 + 3 х Н3)/100, де Н0, Н1, Н2, Н3 (%) – кількість нейтрофілів з активністю 0, 1, 2, і 3 бали відповідно.


Аналіз катіонних білків проводили на мазках крові мишей із підрахунком середнього цитохімічного коефіцієнту (СЦК) [18]. Мазки висушували без фіксації і опускали на 15 хв в розчин стійкого зеленого. Далі фарбували 15 с у водному 0,25% розчині азура А. Інтенсивність забарвлення гранул нейтрофілів оцінювали під світловим мікроскопом (об.100 х ок.12,5). СЦК катіонних білків нейтрофілів вираховували за формулою Астальді і Верга: СЦК= (3а + 2,5б + 2в + 1,5г + 1д + 0,5е + 0ж) / 100, де а-ж – число однотипних клітин з катіонними гранулами; 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3 – ступінь заповнення цими гранулами цитоплазми. 100 – загальна кількість підрахованих клітин.


Оцінку фагоцитозу проводили за поглинанням часток латексу загальноприйнятим методом з деякими модифікаціями [22]. Суспензію клітин перитонеального ексудату (1*106 в об’ємі 100 мкл, життєздатність у тесті з трипановим синім була не меншою 98 %) вносили до лунок та інкубували у вологій камері 1 год при 37°С для адгезії макрофагів. Після відмивання клітин, що не адгезували, до лунок вносили по 100 мкл середовища RPMI-1640 (Sigma, США) і 50 мкл 1%-го латексу («ПанЄко», Росія, діаметр латексових часток 1,5 мкм) і культивували 1 год при 37°С. Після промивання від латексу препарати висушували, фіксували етиловим спиртом (96°) і фарбували азур-еозином за Романовським . Під світловим мікроскопом (об. 100 х ок.12,5) підраховували 100 макрофагів. Розраховували фагоцитарний індекс (ФІ) - відсоток макрофагів, які поглинули частки латексу (від загального їх числа), а також фагоцитарне число (ФЧ) Райта – це середнє число часток латексу, поглинуте одним макрофагом.


Реакція гальмування адгезії лімфоцитів (РГАЛ) здійснювали за модифікованим методом «лічильної камери» [18]. До клітин, виділених з пахових лімфовузлів (106  в 50 мкл середовища RPMI 1640) додавали 50 мкл 0,2% розчину антигену БСА і 100 мкл нормальної сироватки і інкубували на водяній бані з шейкером 30 хв. при 37° С. До контрольних проб замість БСА додавали середовище. Після інкубації суспензію вносили в камеру Горяєва, витримували 1 годину при 37° С у вологій камері та підраховували загальну кількість клітин. Неадгезовані клітини ретельно відмивали та підраховували адгезовані клітини в тих же квадратах камери Горяєва. Визначали показник пригнічення адгезії лімфоцитів (ППАЛ): ППАЛ=(А-В)/Вх100, де А - % адгезованих клітин в присутності БСА, В - % адгезованих клітин в контрольних пробах. 

Імунофлуоресцентну оцінку фіксації імуноглобулінів проводили на відбитках селезінки, печінки, аорти, нирок, матки, а також на ендотелії синовіальної оболонки колінного суглоба. Препарати фіксували 1% спирт-пікриновою сумішшю та обробляли міченими ФІТЦ-антитілами до імуноглобулінів мишей (Sigma, USA). Застосовували напівкількісний метод оцінки інтенсивності флуоресценції клітин та їх тканинного оточення і відносної кількості клітин, що світяться, за наступною шкалою світіння: 0 – відсутнє; 1 – слабке, 2 – помірне; 3 – виражене; 4 – сильне. 

Дослідження шляхів загибелі імунокомпетентних клітин (ІКК) проводили методом прижиттєвого подвійного забарвлення флуоресцентними барвниками нуклеїнових кислот Хехст 33342 і йодид пропідіума (Sigma, USA) [182]. Йодид пропідіума проникає тільки у клітини з ушкодженими мембранами і забарвлює їх ядра в оранжевий колір, що вказує на некроз. Хехст 33342 проникає і через неушкоджені мембрани і забарвлює ядра живих клітин в синій колір. Зв’язані з хроматином барвники дають змогу оцінити морфологічні особливості ядерного матеріалу, притаманні апоптозу: периферичне розташування хроматину, його конденсацію, фрагментацію ядер, а також розпад клітин на апоптотичні тільця. Проводили оцінку не менш як 200 клітин за допомогою люмінесцентного мікроскопу „Люмам И-1” (ЛОМО, Росія) з водно-імерсійним об’єктивом х85 та з відеосистемою передачі зображення на комп’ютер.


Рівень експресії Fas-рецептора (CD 95) визначали на фіксованих метанол-ацетоном (1:1) препаратах клітин тимуса та лімфовузлів імуноцитохімічним методом з використанням моноклональних анти-CD-95 антитіл миші (BD Biosciences). Інкубацію цитопрепаратів з первинними антитілами проводили при 4оС протягом 18 год, з вторинними (міченими пероксидазою антитілами до IgG мишей, Sigma, USA) - протягом 1 год при кімнатній температурі. Візуалізацію реакції проводили за допомогою діамінобензидину, її інтенсивність оцінювали напівкількісним методом у балах — від 0 до 4 з підрахунком СЦК за формулою: СЦК=(0хА+1хБ+2хВ+3хГ+4хД)/100, де 0, 1, 2, 3 та 4 – ступінь забарвлення, А, Б, В, Г, Д – кількість клітин відповідної інтенсивності забарвлення. 


Оцінку активації полі(АДФ-рибозо) полімерази в клітинах міометрію проводили за імуноцитохімічним виявленням полі-АДФ рибози, що утворюється ферментом ПАРП [57] з деякими модифікаціями. Відбитки матки фіксували 2 хв в суміші метанол-ацетон, 1:1 при кімнатній температурі (То кімн) з наступним промиванням в забуференому фосфатами фізіологічному розчині (ЗФР). Ендогенну пероксидазу блокували протягом 30 хвилин (0,3% Н2О2, 0,1% азид натрію в ЗФР). Блокування неспецифічного зв’язування антитіл проводили в 3% розчині БСА з 0,1% азиду натрію протягом 30 хв. Після промивання в ЗФР препарати інкубували протягом 18 год при Т 4о С з первинними антитілами (polyclonal rabbit anti-PAR antibody, BD Pharmingen). Після ретельного відмивання в ЗФР (двічі по 10 хв.) проводили інкубацію з вторинними антитілами (мічені пероксидазою кролячі антимишачі антитіла, "Sigma", USA, 1:100) протягом 60 хв. Зразки відмивали в ЗФР (двічі по 10 хв). Візуалізацію реакції проводили при інкубації препаратів з діамінобензидином за загальноприйнятою методикою. Негативним контролем слугували зразки, які не інкубували з первинними антитілами. Підраховували не менш як 200 клітин в кожному препараті. Результати реакції оцінювали напівкількісно з розрахунком  СЦК, як для експресії CD 95.
2.3. Моделювання експериментальної залізодефіцитної анемії у мишей
2.3.1. Відтворення експериментальної залізодефіцитної анемії (ЗА)
Відомо декілька способів відтворення ЗА у лабораторних тварин, а саме: шляхом повторних кровопускань, застосування медикаментів (дефероксаміну), або утримування тварин на залізодефіцитній дієті. Із вказаних способів було обрано моделювання шляхом утримування тварин на залізодефіцитній дієті, оскільки згідно даних ВООЗ саме хронічна нестача заліза у харчовому раціоні є найбільш розповсюдженою причиною розвитку ЗА при відсутності супутньої патології. З цією метою було застосовано корм (комбікорм) для тварин зі зниженим вмістом заліза виготовлено у ПП «Резон-1» згідно рецепту № ПК 120-3 26.09.2012р. 

Експериментальну ЗА моделювали шляхом утримування самок мишей лінії BALB/c із початковою масою 15–16 г на залізодефіцитній дієті протягом 2 місяців. Корм зі зниженим вмістом заліза та воду тварини отримували ad libitum. Контрольних мишей утримували на дієті з нормальним вмістом заліза [97, 203]. 


Маркерні показники крові, що засвідчують розвиток ЗА у мишей, визначали наступними методами:
Концентрацію гемоглобіну (г/л) в крові оцінювали геміхромним методом із використанням набору стандартного діагностикуму для клініко-діагностичних та біохімічних лабораторій виробництва ТОВ НВП «Філісіт-Діагностика» (Дніпропетровськ, Україна) згідно протоколів виробника. Вимірювання оптичної щільності проб здійснювали за допомогою фотоелектроколориметра КФК-3 (Росія).
Підрахунок еритроцитів та визначення гематокриту в крові проводили за стандартними методиками згідно [18].
2.4. Дослідження дії наночастинок нуль-валентного заліза (НЧЗ) 
2.4.1. Характеристика препарату НЧЗ
Експериментальну субстанцію сферичних наночастинок Fe0 синтезували в Інституті біоколоїдної хімії ім.Ф.Д. Овчаренка НАН України за оригінальним протоколом методом хімічної конденсації у водному середовищі шляхом відновлення хлориду заліза (ІІІ). Перевагами даного підходу над іншими методами синтезу наночастинок металів медичного призначення є можливість отримувати стерильні, біосумісні, монодисперсні та стабільні у часі субстанції[24]. 

На рис. 2.3 представлені результати трансмісійної електронної мікроскопії (рис. 2, А) та рентгеноструктурного мікроаналізу (рис. 2, Б), що характеризують розмір, форму та хімічний склад використаної в роботі субстанції НЧЗ. Вони мають сферичну форму, середній розмір 40 нм та характеризуються 100% вмістом заліза (Fe). Відсутність в складі частинок кисню є свідченням того, що вони є частинками нуль-валентного заліза.
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Рис. 2.3. Фізико-хімічна характеристика субстанції наночастинок заліза: А – електронно-мікроскопічне зображення; Б – рентгеноструктурний мікроаналіз хімічного складу частинки.
Субстанція НЧЗ була охарактеризована як біобезпечна і біосумісна за показниками цитотоксичності, генотоксичності, мутагенності, фізіологічного маркера «стан мікрофлори шлунково-кишкового тракту людини» та біохімічних параметрів (ATФ-aзна і лактатдегідрогеназна активність) відповідно до критеріїв та протоколів Методичних рекомендацій «Оцінка безпеки лікарських нанопрепаратів», затверджених Науково-експертною радою Державного експертного центру МОЗ України (протокол №8 від 26.09.2013 р.) [38]. 
Субстанція належить до V класу токсичності (практично нетоксичних речовин) – LD50 при внутрішньо шлунковому введенні самкам мишей лінії BALB/c перевищує 5000 мг/кг [120].

2.4.2. Застосування НЧЗ як протианемічного засобу 
Дослідження проведено на 50 самицях мишей лінії BALB/c із початковою масою 15–16 г. З них 40 тварини протягом 2 міс. утримували на дієті зі зниженим вмістом заліза, 10 мишей отримували дієту із нормальним вмістом заліза, після чого починали курс експериментального лікування за умов внутрішньовенного та перорального введення НЧЗ. Середня маса тварин на початку курсу введення НЧЗ становила 23,2±0,4 г. 

Як препарат порівняння було застосовано зареєстрований в Україні протианемічний лікарський засіб, діючою речовиною якого є заліза (III) гідроксиду полімальтозний комплекс («Феррум Лек» виробництва підприємства «Лек» компанії «Сандоз», Польща/Словенія). Матеріали для аналізу отримували після евтаназії тварин шляхом декапітації під хлороформним наркозом. 

Розрахунок добової умовно-терапевтичної дози НЧЗ для лабораторних тварин здійснювали шляхом перерахунку рекомендованої середньої добової терапевтичної дози препарату порівняння – заліза (III) гідроксиду полімальтозного комплексу – для дорослої людини (2,85 мг/кг) з урахуванням коефіцієнту видової стійкості за таким алгоритмом: 

1. Константа біологічної активності (Ка) розрахована за формулою:

Ка = R / DE,

де R – коефіцієнт видової стійкості, DE – ефективна доза речовини.

Згідно довідкової інформації  R для людини (Rл) становить 0,45. DEл = 2,85 мг/кг.

Звідси Ка = Rл / DEл = 0,45 / 2,85 ≈ 0,158. 

2. Так як згідно довідкової інформації R мишей (Rм) становить 2,64, врахувавши отримане значення Ка, розраховано DE (тобто добову умовно-терапевтичну дозу) (DEм):

DEм = Rм / Ka = 2,64 / 0,158 = 16,8 мг/кг.

Таким чином, за умови перорального введення мишам, використано дозу 16,8 мг/кг (концентрація розчину – 2,5 мг/мл), як добову умовно-терапевтичну дозу субстанції НЧЗ і препарату порівняння.
2.5. Використані речовини:
В дослідах використовували: 

- розчин Кребса (ммоль/л): NaCl – 120; KCl – 5,9; NaHCO3 - 15,5; NaH2PO4 - 1,2; MgCl2 - 1,2; CaCl2 - 2,5; глюкоза - 11,5;

- 4-гідроксиквіназолін, 4-ГК –  блокатор ПАРП (Sigma,  USA), 100 мг/кг;

- L-норвалін – специфічний блокатор аргінази ІІ (Sigma, США), 50мг/кг; 

- препарат «Мексидол» (етилметилгідроксипіридин сукцинат, ГС) ("Фармасофт", Російська Федерація) – антиоксидант, мембранопротекрор, енергізатор мітохондрій та ін., 100 мг/кг;
- препарат «Феррум Лек» («Сандоз», Польща/Словенія) –  протианемічний засіб, 16,8 мг/кг/добу;
- субстанція наночастинок нуль-валентного заліза (Інститут біоколоїдної хімії ім.Ф.Д. Овчаренка НАН України ) – сферичної форми, розмір 40 нм та 100% вміст заліза (Fe), 16,8 мг/кг/добу.
2.6. Схема експерименту

У першій серії експериментів досліджували особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки та показники імуно-запальних процесів за умов імунізації мишей БСА. Розподіл тварин по групах та схема експериментів представлені в табл. 2.1.
Таблиця 2.1.
Дослідження особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки та показників імуно-запальних процесів за умов імунізації мишей БСА

	Групи тварин
	І гр. –  контроль (в/в введення фізіологічного розчину (фіз. р-ну) у відповідному об’ємі замість БСА, згідно схеми імунізації, n=8);
ІІ гр. – імунізація БСА (в/в, шестикратно, раз на тиждень, зростаючою дозою антигену – 150, 175, 200, 250, 250, 300 мг/кг, n=8); 

	Забір матеріалу
	7 день після імунізації

	Дослідження скоротливості матки

	Об'єкт
	Методи та досліджувані параметри:

	ОВ і ЦВ матки
	Фазно-графічний аналіз.

Параметри скоротливої активності: амплітуда, індекс скоротливості, частота скорочень; тривалість активного стану, швидкість скорочення, швидкість розслаблення.

	Оцінка функціонального стану імунної системи

	I) Кров
	А) лейкограма крові;

Б) рівень ЦІК;

В) активність киснезалежного метаболізму нейтрофілів за НСТ-тестом;
Г) вміст катіонних білків у нейтрофілах;

	II) Перитонеальна рідина
	Д) фагоцитарна активність макрофагів перитонеального ексудату;

	ІІI ) Лімфовузли


	E) життєздатність, апоптоз і некроз клітин пахових лімфовузлів;

Е) експресія Fas-рецептора

	ІV) Тимус
	Є) життєздатність, апоптоз і некроз клітин пахових лімфовузлів; 

Ж) експресія Fas-рецептора

	V) Відбитки тканин: матка, аорта, нирки, суглоби, селезінка, печінка.
	З) імунофлюоресцентний аналіз фіксації Ig


У другій серії експериментів проводили дослідження функціонального стану матки за умов імунізації БСА та введення блокатора ПАРП-1, 4-ГК. Схема експерименту представлена в табл.2.2.
Таблиця 2.2
Дослідження скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов імунізації БСА та введення блокатора ПАРП
	Групи тварин
	І гр.  – контроль (в/в введення фіз. р-ну замість БСА + вн/оч замість 4-ГК, у відповідних об’ємах згідно схеми імунізації та введення 4-ГК, n=8); 

ІІ гр.  – імунізація БСА (в/в, 1раз в тиждень зі зростаючою дозою антигену (150, 175, 200, 250, 250, 300 мг/кг, n=8);
ІІІ гр –введення тваринам, що були імунізовані БСА, 4-ГК (вн/оч, 100 мг/кг, двічі на тиждень, при співпаданні з імунізацією – за 1 год до БСА, n=9).

	Забір матеріалу
	7 день після імунізації

	Дослідження функціонального стану матки

	ОВ і ЦВ матки


	А) Оцінка активності ПАРП у міометрії;

Б) Імунофлюоресцентний аналіз депозитів Ig;

В) Фазно-графічний аналіз 



У третій серії експериментів дослідження були направленні на встановлення особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов зміни функціонального стану мітохондрій, за допомогою введення етилметилгідроксипіридин сукцинату (ГС) та блокатора аргінази ІІ (L-норваліну) на тлі введення БСА. Схема експерименту представлена в табл.2.3.
Таблиця 2.3.

Дослідження особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов зміни функціонального стану мітохондрій при імунізації мишей БСА

	Групи тварин
	І гр. – контроль (в/в введення фіз. р-ну замість БСА, згідно схеми імунізації, n=8);

ІІ гр. – введення етилметилгідроксипіридин сукцинату (ГС, вн/оч, раз на тиждень, 100 мг/кг) згідно схеми імунізації (n=8);

ІІІ гр. – введення блокатора аргінази ІІ L-норваліну (вн/оч,  раз на тиждень, 50 мг/кг) згідно схеми імунізації (n=4).

ІV гр.  – імунізація БСА (1 раз в тиждень зі зростаючою дозою антигену (150, 175, 200, 250, 250, 300 мг/кг) (n=8);

V гр. – введення ГС тваринам, що були імунізовані БСА (шестикратно, вн/оч, раз на тиждень, за 1 год до БСА, 100 мг/кг) (n=8);
VІ гр. – введення L-норваліну за умов дії ГС при імунізації БСА (шестикратно, в/в, раз на тиждень, 50 мг/кг, в день після введення БСА і ГС згідно схеми імунізації) (n=8).

	Забір матеріалу
	7 день після імунізації

	Дослідження скоротливості матки 

	ОВ і ЦВ матки 
	 Фазно-графічний аналіз


У четвертій серії експериментів досліджували вплив НЧЗ на скоротливість ОВ і ЦВ матки при експериментальній залізодефіцитній анемії. Схема експерименту представлена в табл.2.4.

Таблиця 2.4.
Дослідження впливу НЧЗ на скоротливість ОВ і ЦВ матки при експериментальній залізодефіцитній анемії

	Групи тварин
	Група І – контрольні тварини (введення фіз. р-ну, n=10). 

Група ІІ – експериментальна модель ЗА (n=10). 

Група ІІI – тварини із ЗА, яким через день в/в вводили розчин субстанції НЧЗ по 16,8 мг/кг через день, 5 ін’єкцій на курс) (n=10).

Група IV – тварини із ЗА, яким протягом 10 діб per os вводили розчин субстанції НЧЗ (16,8 мг/кг на день, щоденно) (n=10). 

Група V – тварини із ЗА, яким протягом 10 діб per os вводили препарат порівняння («Феррум Лек», 16,8 мг/кг/добу) (n=10). 

	Забір матеріалу
	Через день після останнього введення НЧЗ

	Дослідження скоротливості матки 

	ОВ і ЦВ матки 
	 Фазно-графічний аналіз.


У п’ятій серії експериментів вивчали скоротливості міометрія ОВ і ЦВ за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА. Схема експерименту представлена в табл.2.5.
Таблиця 2.5.
Дослідження скоротливості міометрія ОВ і ЦВ матки за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА
	Групи тварин
	І гр. – контроль (введення фіз. р-ну, n=8);

ІІ гр. –  імунізовані БСА (1 раз в тиждень зі зростаючою дозою антигену (150, 175, 200, 250, 250, 300 мг/кг, n=8);
ІІІ гр – введення НЧЗ тваринам, що були імунізовані БСА (шестикратно, в/в, раз на тиждень, за 1 год до БСА, 
1,68 мг/кг, n=8).

IV гр. – введення НЧЗ (вн/вен, 1,68 мг/кг, n=8).

	Забір матеріалу
	7 день після імунізації

	Дослідження скоротливості матки

	ОВ і ЦВ матки
	Фазно-графічний аналіз.


2.7. Статистична обробка результатів
Перевірку отриманих даних на нормальність розподілу проводили за тестом Колмогорова – Смирнова. За нормального розподілу статистичну обробку результатів при порівнянні двох груп даних проводили з використанням критерію t Стьюдента, при більшій кількості груп даних за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA з подальшим порівнянням середніх значень між групами за тестом Ньюмена-Кейлса (Newman–Keuls post hoc test) за допомогою програми GraphPad Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego California, USA). Результати виражали як M±SD (середнє ± стандартне відхилення). р<0,05 вважалося статистично вірогідним. При визначенні зв'язків між показниками використовували лінійний кореляційний аналіз за Пірсоном.

Результати досліджень гальмування адгезії лімфоцитів, які не мали нормального розподілу, а також дані імунофлуоресцентного визначення фіксації Ig в тканинах напівкількісним методом, аналізували з застосуванням непараметричного аналогу ANOVA – тесту Крускала-Уоллеса, з подальшим порівнянням між групами з використанням тесту множинних порівнянь Данна та виражали як середнє та розкид (мінімальне та максимальне значення) [8].

РОЗДІЛ 3

СКОРОТЛИВІСТЬ ОВАРІАЛЬНОГО ТА ЦЕРВІКАЛЬНОГО ВІДДІЛІВ    МАТКИ У МИШЕЙ ЗА РІЗНИХ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ УМОВ
Методом фазно-графічного аналізу досліджували особливості скоротливої функції ОВ і ЦВ матки у інтактних мишей. З метою виявлення особливостей реакції різних регіонів матки визначали зміни скоротливості за різних експериментальних умов.

3.1. Особливості скоротливості ОВ і ЦВ у мишей за фізіологічних умов
Встановлено, що за фізіологічних умов амплітуда та ІС є вищими у ЦВ матки. Амплітуда у ЦВ становить 1,80±0,20 мН порівняно з ОВ – 1,30±0,15 мН (р<0,05), а ІС – 2,64±0,21 мН у порівнянні з ОВ 1,90±0,14 мН (р<0,01, n=8). Значення амплітуди та індексу скоротливості ОВ і ЦВ матки інтактних мишей представлені на рис.3.1.
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Рис.3.1. Величини амплітуди та індексу скоротливості оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки.

Примітка: *- р<0,05, **- р<0,01 – вірогідність відмінностей величин в ЦВ відносно ОВ матки.
         Встановлено, що швидкість скорочення та швидкість розслаблення є вищими у ЦВ (0,41±0,11 мН/с та 0,28±0,06 мН/с, р<0,05 в обох випадках, n=8) порівняно з величинами ОВ (0,28±0,05 мН/с та 0,19±0,04 мН/с відповідно). Величини швидкості скорочення і швидкості розслаблення ОВ і ЦВ матки інтактних мишей представлені на рис.3.2.
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Рис.3.2. Величини швидкості скорочення та швидкості розслаблення оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки.

Примітка: *- р<0,05 − вірогідність відмінностей величин в ЦВ відносно ОВ матки.

Встановлено, що показники тривалості активного стану та частота скорочень є вищими у ОВ і становлять – 11,75±1,58 с, у ЦВ – 9,62±1,06 с, у ОВ – 0,041±0,005, у ЦВ – 0,029±0,006 кількості скорочень/с (р<0,01 при порівнянні ОВ і ЦВ для обох показників, n=8). Дані, що характеризують тривалість активного стану і частоту скорочень ОВ і ЦВ міометрія інтактних тварин представлені на рис.3.3.
	[image: image8.emf]Тривалість активного 

стану

0

5

10

15

ОВ ЦВ

с

**

 [image: image9.emf]Частота скорочень

0

0,03

0,06

ОВ ЦВ

**

к-ть скорочень/с




Рис.3.3. Величини тривалості активного стану і частоти скорочень оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки.

Примітка: **- р<0,01 – вірогідність відмінностей величин в ЦВ відносно ОВ матки.

Оригінальний запис фазних скорочень ОВ і ЦВ міометрія представлений на рис.3.4.
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Рис. Оригінальний запис фазних скорочень оваріального (А) і цервікального (Б) відділів матки.
Також встановлено різний характер скорочень досліджуваних відділів матки. У ЦВ скоротлива активність має вигляд одиноких фазних скорочень, а в ОВ міометрія вони є більш регулярними і рівномірними як за частотою, так і за амплітудою.

Таким чином, параметри амплітуди, швидкості скорочення і розслаблення та індексу скоротливості є вищими у ЦВ, а тривалість активного стану та частоти скорочень в ОВ матки. 
3.2. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії 
Досліджували зміни скоротливої активності ОВ і ЦВ міометрія за умов довготривалої імунізації мишей зростаючими дозами чужорідного білка – БСА, що відтворює реакцію гіперчутливості ІІІ типу, опосередковану імунними комплексами. 

3.2.1. Характеристика моделі експериментальної імунокомплексемії 
В дослідженнях спиралися на відтворення імунокомплексного запалення на щурах [47]. В сумісних дослідженнях з співробітниками відділу імунофізіології  було адаптовано схему імунізації, терміни введення та дози БСА для мишей лінії СВА та охарактеризовано ефективність застосованого підходу для моделювання системного імунокомплексного процесу за низкою імунологічних методів.

Імунізація призводила до активації клітин як природного, так і адаптивного імунітету. Встановлено значне посилення функціонально-метаболічної активності клітин неспецифічної резистентності. Методом НСТ-тесту виявлено, що кількість формазан-позитивних нейтрофілів периферичної крові мишей збільшується з 25,5±5,9 % в контролі до 63,6±6,9% при введенні БСА (р<0,001, n=8). За умов імунізації індекс активації нейтрофілів зростав до 1,05±0,19 у.о. при 0,34±0,09 в контролі (р<0,01 n=8). 

На препаратах крові мишей проводили дослідження катіонних білків нейтрофілів, які є модифікаторами дихальних та ферментативних процесів клітини, медіаторами запалення. За умов введення БСА відбувається збільшення СЦК катіонних білків до 0,27±0,03 при 0,05±0,012 в контролі (р<0,001, n=17), що свідчить про активацію нейтрофільних гранулоцитів.

На клітинах перитоніального ексудату показано посилення фагоцитозу у імунізованих тварин за показниками фагоцитарного індексу (ФІ) – відсотка фагоцитуючих клітин та фагоцитарного числа (ФЧ) Райта – середньої кількості часток латексу, поглинутої однією клітиною. Так, за умов імунізації БСА відбувається збільшення ФІ до 93,3±2,4% при 43,0±3,5% в контролі (р<0,001, n=8), а ФЧ зростало до 11,0±1,0 при 7,7±2,2 в контролі (р<0,01, n=8) – в 2,2 рази і 1,4 рази відповідно. 

З метою оцінки стану клітин адаптивного імунітету визначали реакцію гальмування адгезії лімфоцитів (РГАЛ), яка заснована на припиненні адгезії сенсибілізованих лімфоцитів у присутності відповідних антигенів [41]. За умов інкубації з БСА у контрольних мишей посилювалось прилипання до скла клітин лімфовузлів на 10,51% (n=8, розкид від -28,40% до +45,10%). В той же час для суспензії лімфоцитів імунізованих тварин встановлено зменшення кількості адгезованих клітин на 33,61 % (n=8, розкид від -75,0% до -5,5 %, р<0,01 в порівнянні з контролем), що свідчить про активацію специфічних до БСА лімфоцитів. 

Оскільки посилення імунних процесів зазвичай призводить до клітинної загибелі (активаційний апоптоз), проводили оцінку життєздатності, апоптозу та некрозу імунокомпетентних клітин (ІКК) методом їх прижиттєвого подвійного забарвлення. За умов імунізації БСА відбувається посилення клітинної загибелі: кількість живих клітин, виділених із лімфовузлів, зменшувалась до 76,9±1,2 в порівнянні з 87,1±1,5 в контролі (р<0,001, n=8), а виділених із тимуса – до 87,6±1,4 при 91,7±0,8 у контролі (р>0,05, n=8). Встановлено збільшення кількості клітин лімфовузлів з ознаками апоптозу з 8,9±3,2 % до 12,9±1,2 % (р<0,01, n=8) та некрозу з 5,0±3,2 % до 9,9±1,2 % у імунізованих тварин в порівнянні з контрольними (р<0,001, n=8). Показано також посилення апоптотичної загибелі клітин тимуса з 5,6±2,1 % до 8,5±1,2 % (р<0,05, n=8). 
Оскільки одним з визначальних механізмів вилучення активованих імуноцитів, з метою обмеження імунних реакцій, є Fas-опосередкована їх загибель, визначали рівень експресії Fas-рецептору (CD 95) в клітинах тимусу та лімфовузлів. За умов імунізації БСА збільшується СЦК інтенсивності імуноцитохімічної реакції з моноклональними анти-Fas антитілами, як для клітин тимуса до 0,21±0,06 у.о при 0,06±0,03 у.о. в контролі (р<0,01, n=8), так і для клітин виділених з лімфовузлів до 0,49±0,11 у.о при 0,19±0,05 у.о. в контролі (р<0,05, n=8). Ці дані свідчать про індукцію Fas-опосередкованого апоптозу клітин тимуса і лімфовузлів за умов впливу антигенного стимулу (БСА). 

З метою дослідження гіперімунокомплексемії проводили оцінку рівня ЦІК в крові та імунофлуоресцентне визначення фіксації імунних комплексів у матці, селезінці, печіні, аорті, нирках, а також в ендотелії синовіальної оболонки колінного суглоба. Встановлено збільшення вмісту ЦІК в сироватці крові мишей з 54,7±3,3 у.о. в контролі до 66,1±3,6 у.о. за умов імунізації (р<0,05). Помірне, однак статистично вірогідне, підвищення при введенні БСА рівня ІК в сироватці супроводжувалося значним посиленням їх фіксації в усіх досліджуваних тканинах (Таблиця 3.1). Максимум світіння відзначено на відбитках печінки, далі в такому порядку: відбитки печінки  > селезінки  > суглобів > матки > аорти > нирок. 
Таблиця 3.1. 

Імунофлуоресцентний аналіз фіксації імуноглобулінів в тканинах

	
	
	Нирки
	Печінка
	Селезінка
	Аорта
	Суглоб
	Матка

	Контроль
	Медіана
	0
	0
	1
	0
	0,5
	0

	
	Розкид
	0 - 1
	0 - 1
	0 - 1
	0 - 1
	0 - 1
	0 - 1

	Імунізація
	Медіана
	1
	3,5
	3
	2
	2
	2

	
	Розкид
	0 - 2
	1 - 4
	1 - 4
	0 - 2
	1 - 4
	1 - 4

	
	р
	<0,01
	<0,001
	<0,001
	<0,01
	<0,01
	<0,001


Примітка: дані інтенсивності світіння за шкалою 0 - 4 представлено як медіана та розкид (мінімальне - максимальне значення). Р - вірогідність відмінності в порівнянні з контролем за критерієм Манна-Уітні. 

Дані імунофлуоресцентних досліджень свідчать про системний характер імунокомплексного процесу за розробленої моделі імунокомплексемії. Це призводило до змін в лейкограмі крові, характерних для запалення: зокрема, у імунізованих БСА тварин встановлено зростання кількості паличкоядерних нейтрофільних гранулоцитів з 3,51±0,52% в контролі до 15,52±1,81 %, (р<0,001, n=12).

Таким чином, розроблена нами схема довготривалої імунізації ксеногенним білком БСА зумовлює системну імунокомплексемію у мишей. Підтвердженням цього є зміни в лейкограмі крові, зростання рівня ЦІК, збільшення фіксації Ig в тканинах, посилення функціонально-метаболічної активності нейтрофілів периферичної крові (клітин неспецифічної резистентності), збільшення СЦК катіонних білків в нейтрофілах, активація фагоцитозу, збільшення експресії Fas-рецептора (CD 95) у клітин тимуса і лімфовузлів, зростання ІКК з ознаками  апоптозу і некрозу. Отже, довготривале введення БСА призводить до індукції реакції гіперчутливості ІІІ типу.
3.2.2. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії 
Дослідження змін функціональної активності міометрія за умов моделювання експериментальної імунокомплексемії за допомогою довготривалої  імунізації мишей зростаючими дозами ксеногенного антигену БСА показало наступне. 

За умов імунізації БСА у ОВ матки встановлено зростання амплітуди до 4,38±0,32 мН при 1,3±0,24 мН (р<0,001, n=8) в контролі та індексу скоротливості (ІС) до 6,18 ±0,82 мН при 1,65 ± 0,38 мН (р<0,001, n=8) в контролі. У ЦВ матки теж відмічено зростання амплітуди до 5,83±0,71 мН при 1,81±0,39 мН в контролі (р<0,01, n=8) та ІС до 8,64±0,68 мН при 2,55±0,44 мН в контролі (р<0,001, n=8). Дані величин амплітуди та індексу скоротливості ОВ і ЦВ матки у мишей за умов імунізації БСА представлені на рис.3.4. 
Встановлено, що у ОВ матки відбувається підвищення швидкості скорочення (CVmax) до 0,61 ± 0,06 мН/с при 0,25±0,09 мН/с в контролі (р<0,05, n=8) та швидкості розслаблення (RVmax) до 0,43±0,05 мН/с при 0,3±0,09 мН/с в контролі (р<0,05, n=8). Такі ж зміни спостерігались і в ЦВ матки: CVmax зросла до 0,71±0,11 мН/с при 0,38±0,11 мН/с в контролі (р<0,05, n=8); RVmax до 0,48±0,10 мН/с при 0,30±0,09 мН/с в контролі (р<0,05, n=8).
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Рис.3.4. Величини амплітуди та індексу скоротливості оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки у мишей за умов імунізації БСА.

Примітки:
1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат – мН. 

2. *- р<0,05; ** - р<0,01; *** - р<0,001 - вірогідність відмінностей відносно контролю.


Показано, що за умов імунізації БСА у ОВ матки відбуваєть зменшення тривалості активного стану (Т) до 8,71±1,06 с при 11,25±1,03 с в контролі (р<0,05, n=8) та зростання  частоти скорочень (ЧС) зросла від 0,041±0,01 кількості скорочень/с до 0,056±0,009 (р<0,05, n=8). У ЦВ матки Т зменшився до 6,12±0,99 с при 9,62±1,06 с в контролі (р<0,01, n=8), а ЧС статистично зросла від 0,029±0,006 кількості скорочень/с до 0,044±0,008 (р<0,01, n=8). Дані величин частоти скорочень та тривалості активного стану ОВ і ЦВ матки у мишей за умов імунізації БСА представлені на рис.3.5. 
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Рис.3.5. Величини частоти скорочень та тривалості активного стану оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки у мишей за умов імунізації БСА.

Примітки:
1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат – кількість скорочень/с, с.
2.  *- р<0,05; ** - р<0,01 – вірогідність відмінностей відносно контролю.

Таким чином, імунізація БСА викликає зміну параметрів скоротливості міометрія ОВ і ЦВ матки, а саме підвищує амплітуду, ІС, швидкість скорочення, швидкість розслаблення та частоту скорочень, проте зменшує тривалість активного стану в обох досліджуваних відділах. Отже, експериментальна імунокомплексемія впливає на скоротливість ГМК матки.
3.3. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії у мишей

Досліджували зміни скоротливої активності ОВ і ЦВ міометрія за умов експериментальної ЗА, яку моделювали шляхом утримування мишей на залізодефіцитній дієті протягом двох місяців.

3.3.1. Характеристика моделі експериментальної залізодефіцитної анемії у мишей
Отримані результати засвідчили, що утримання тварин на залізодефіцитній дієті, призводить до зниження концентрації гемоглобіну в крові в середньому на 10%, вмісту еритроцитів на 13% та гематокриту на 8%, порівняно із значенням цього показника для контрольних тварин. Отримані експериментальні дані про величини маркерних показників крові мишей, що засвідчують розвиток ЗА, наведені в таблиці 3.2. 
Таблиця 3.2.
Маркерні показники крові у самок мишей з експериментальною 
залізодефіцитною анемією
	Групи тварин
	Кількість еритроцитів, ×106/мл
	Концентрація гемоглобіну, г/л
	Рівень гематокриту, %

	Група 1
	9,9±0,1
	151,2±1,9
	42,84±0,4

	Група 2
	8,6±0,4*
	138,7±4,3*
	39,53±0,9*


Примітки: 
1. Групи тварин: 1 – контрольні тварини (n=10); 2 – тварини з ЗА (n=10); 
2.* – р<0,05– вірогідність відмінностей відносно контролю.
Таким чином, що у тварин спостерігається розвиток залізодефіцитного стану із початковими проявами анемії. Отже, дана модель відтворює ЗА у мишей.
3.3.2. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії 
Встановлено, що при моделюванні ЗА у мишей відбувається зменшення величин амплітуди в ОВ до 0,41±0,12 мН при 0,91±0,21 мН в контролі (р<0,001, n=10), у ЦВ матки до 0,48±0,09 мН при 1,50±0,09 мН в контролі (р<0,001, n=10). Експериментальна ЗА у ОВ викликає пригнічення ІС до 0,65±0,1 мН при 1,46±0,38 мН в контролі (р<0,05, n=10), у ЦВ – до 0,82±0,08 мН при 2,8±0,08 мН в контролі (р<0,01, n=10). Величини змін амплітуди та ІС в ОВ і ЦВ матки при відтворенні ЗА у мишей представлені на рис.3.6.
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Рис. 3.6. Величини амплітуди та індексу скоротливості оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії (ЗА) у мишей. 

Примітки:
1. По осі абсцис –відділи матки, по осі ординат – мН.
2. *** - р<0,001– вірогідність відмінностей відносно контролю.
За умов ЗА спостерігалось зменшення CVmax у ОВ до 0,11±0,03 мН/с при 0,35±0,14 мН/с в контролі (р<0,01, n=10) та RVmax до 0,07±0,02 мН/с при 0,38±0,13 мН/с в контролі (р<0,001, n=10). У ЦВ теж спостерігалось зменшення даних показників CVmax до 0,11±0,02 мН/с при 0,38±0,09 мН/с в контролі (р<0,01, n=10 ); швидкості розслаблення (Rvmax) до 0,07±0,02 мН/с при 0,24±0,02 мН/с в контролі (р<0,01, n=10). Величина параметру тривалості активного стану при ЗА теж зменшувалась: у ОВ до 4,25±0,56 с при 11,68±1,25 с в контролі (р<0,01, n=10), а у ЦВ – до 4,75±0,52 с при 7,63±1,71 с в контролі (р<0,05, n=10). Частота скорочень статистично не відрізнялась від контрольних значень. Дані про зміну тривалості активного стану та частоти скорочень ОВ і ЦВ матки у мишей, що утримувались на залізодефіцитній дієті, представлені на рис.3.7.
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Рис. 3.7. Величини тривалості активного стану та частоти скорочень оваріального (ОВ) і цервікального (ЦВ) відділів матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії (ЗА) у мишей.

Примітки: 
1. По осі абсцис – групи тварин, по осі ординат – мН.
2. * - р<0,05, ** - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно контролю.

Таким чином, за умов експериментальної ЗА в ОВ і ЦВ матки зменшуються величини амплітуди, ІС, швидкості скорочення та розслаблення, тривалості активного стану, проте частота скорочень ОВ і ЦВ статистично не відрізняється від середніх відповідних значень у контрольній групі тварин. 
Отже, скоротливість ОВ і ЦВ міометрія є різною , як за фізіологічних умов, так і при введенні БСА та утримуванні мишей на залізодефіцитній дієті. Тому з метою подальшого встановлення особливостей реакцій досліджуваних відділів матки у мишей було обрано саме ці два експериментальні впливи (експериментальну імунокомплексемію та залізодефіцитну анемію), які спричиняли різнонаправлену дію на скоротливу активність гладенької мускулатури матки, викликаючи як посилення, так і послаблення реєстрованих показників скоротливості.

РОЗДІЛ 4

СКОРОТЛИВІСТЬ ОВАРІАЛЬНОГО І ЦЕРВІКАЛЬНОГО ВІДДІЛІВ МАТКИ ЗА УМОВ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ВПЛИВІВ ПРИ МОДЕЛЮВАННІ ІМУНОКОМПЛЕКСЕМІЇ У МИШЕЙ 
Дослідження, що представлені в даному розділі були спрямовані на з’ясування особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов різних експериментальних впливів: блокування ферменту ПАРП-1 та зміни функціонального стану мітохондрій при імунізації мишей БСА.
4.1. Скоротливість ОВ і ЦВ за умов введення блокатора ПАРП-1 при експериментальній імунокомплексемії
Виходячи з того, що фермент ПАРП-1 задіяний в розвитку багатьох імуноопосередкованих хвороб, а його інгібування мало протективний вплив, представляло інтерес встановити участь ПАРП-1 у можливих змінах скоротливості, викликаних системним імунокомплексним ушкодженням. Для перевірки такого припущення були проведені експерименти з використанням фармакологічного підходу із введенням інгібітора ПАРП-1 – 4-ГК.

4.1.1.Активність ПАРП у матці та фіксація Ig в ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії та введення блокатора ПАРП-1
Дані імуноцитохімічного дослідження визначення середнього цитотохімічного коефіцієнту (СЦК) інтенсивності кількості полі-АДФ-рибози – ПАР (кінцевого продукту ПАРП) у міометрії за умов імунізації мишей БСА та введення 4-ГК представлені на рис.4.1. 
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Рис. 4.1. Середній цитотоксичний коефіцієнт інтенсивності кількості полі-АДФ-рибози у міометрії за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1.

Примітки: 

1. На вісі абсцис – групи тварин ( умовні позначення: 1 – контроль (n=8), 2 – імунізація БСА (n=8), 3 – імунізація БСА + 4-ГК (n=9)), на вісі ординат – умовні одиниці (у.о.) напівкількісної оцінки.

2. *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ## - р<0,01 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

Отримані результати та їх аналіз засвідчили, що імунізація БСА викликала збільшення величини СЦК інтенсивності реакції з анти-ПАР антитілами в матці до 0,48±0,12 при 0,14±0,06 в контролі (р<0,001). Введення блокатора ПАРП-1 призводило до зменшення СЦК експресії ПАР у міометрії мишей до 0,25±0,03 при 0,48±0,12 у порівнянні з імунізованими БСА тваринами (р<0,01), тобто 4-ГК в застосованій схемі введення ефективно інгібував ПАРП-1 в матці. 
Доведено, що найважливішим проявом системного імунокомплексного ушкодження є відкладання ІК в тканинах. Для підтвердження цього та з метою встановлення протизапального ефекту інгібування ПАРП-1. визначали вплив 4-ГК на депозити ІК в матці (рівень фіксації Ig).
Дані імунофлуоресцентних досліджень фіксації Ig в ОВ і ЦВ матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1 представлені на рис.4.2. 
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Рис. 4.2. Фіксація Ig в оваріальному і цервікальному відділах матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1.

Примітки: 

1. На вісі абсцис – відділи матки, на вісі ординат – рівень відкладання Ig, умовні одиниці (у.о.). 

2. *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ## - р<0,01, ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

Імунізація БСА викликала фіксацію Ig у ОВ (p<0,01, n=8) і ЦВ матки (p<0,001, n=8). Введення блокатора ПАРП-1 4-ГК за умов імунізації БСА зменшувало рівень відкладання Ig в ОВ до 0,9±0,4 у.о. при 2,0±0,7 у.о. (p<0,01, n=9), а в ЦВ міометрія– до 0,78±0,31 при 3,50±0,75 у.о. (p<0,001, n=9) порівняно з імунізованими тваринами. 

Таким чином, застосована доза та схема введення 4-ГК ефективно інгібувала фермент ПАРП-1 та послаблювала імунокомплексний процес. Виявлений протективний ефект при застосуванні 4-ГК обумовив необхідність дослідити, як змінюється скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов інгібування ПАРП-1 при імунізації мишей БСА.
4.1.2 Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії та введення блокатора ПАРП-1
Встановлено, що за умов імунізації БСА введення 4-ГК у ОВ матки викликало зменшення величини амплітуди до 3,05±0,43 мН при 4,38±0,34 мН в тварин імунізованих БСА (р<0,001, n=9), проте у ЦВ статистично вірогідних змін даного показника не встановлено. Дані про зміни амплітуди скорочень ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1 представлені на рис.4.3.
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Рис.4.3. Величини амплітуди оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1.

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин ( умовні позначення: 1 – контроль (n=8), 2 – імунізація БСА (n=8), 3 – імунізація БСА+4-ГК (n=9)), на вісі ординат – мН. 

2.*** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.
Введення блокатора ПАРП-1 не впливало на величини ІС в ОВ і ЦВ матки. Проте викликало зростання величини швидкості скорочення у ОВ до 0,79±0,017 мН/с при 0,61±0,06 мН/с (р<0,01, n=9). Дані змін величин ІС ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП представлені на рис.4.4.
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Рис.4.4. Величини індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1 (n=8).

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин ( умовні позначення: 1 – контроль(n=8), 2 – імунізація БСА (n=8), 3 – імунізація БСА + 4-ГК (n=9)), на вісі ординат – мН. 

2.*** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю.
Блокатор ПАРП-1 зумовлював зменшення ЧС у ОВ до 0,045±0,007 кількості скорочень/с при 0,056±0,005 кількості скорочень/с (р<0,05, n=9), а у ЦВ до 0,032±0,007 при 0,044±0,008 кількості скорочень/с (р<0,01, n=9) у порівнянні з такими у тварин імунізованих БСА. Дані зміни величин частоти скорочень ОВ і ЦВ при введенні 4-ГК за умов імунізації мишей БСА представлені на рис.4.3. 
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Рис.4.5. Величини частоти скорочень оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1.

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин ( умовні позначення: 1 – контроль (n=8), 2 – імунізація БСА (n=8), 3 – імунізація БСА + 4-ГК (n=9)), на вісі ординат –  кількість скорочень/с. 

2.*- р<0,05; ** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; #- р<0,05; ## - р<0,01 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

Введення 4-ГК на тлі імунізації БСА у ЦВ міометрія викликало зростання тривалості активного стану до 8,75±0,71 мН/с при 6,13±0,99 мН/с (р<0,001, n=9) у імунізованих мишей, проте в ОВ зміни даного показника не були статистично вірогідними у порівнянні з такими у тварин імунізованих БСА. Дані про зміни тривалості активного стану ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1 представлені на рис.4.6.
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Рис.4.6. Величини тривалості активного стану оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА та введення блокатора ПАРП-1.

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин ( умовні позначення: 1 – контроль (n=8), 2 – імунізація БСА (n=8), 3 – імунізація БСА + 4-ГК (n=9)), на вісі ординат – с. 

2. *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.
Проведено кореляційно-регресійний аналіз параметру частоти скорочень із фіксацією Ig в ОВ і ЦВ матки з метою встановлення наявності кореляційних взаємозв’язків та їх характеру за умов імунізації БСА (рис.4.7.). Встановлено статистично значущий лінійний зв'язок між частотою скорочень та рівнем депозитів у ЦВ матки (r = 0,67, р<0,01) і відсутність його в ОВ (r = 0,19). Високий коефіцієнт кореляції даних параметрів у ЦВ є вагомим аргументом на користь їх причинно-наслідкових взаємовідносин, тобто збільшення відкладання Ig може бути причиною зростання частоти скорочень у ЦВ матки за умов імунізації БСА.
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Рис.4.7. Діаграми розсіяння для величин рівня Ig (у.о., Х) та частоти скорочень (кількість скорочень за с, Y) у оваріальному і цервікальному відділах матки у мишей за умов імунізації БСА. 

Суцільна лінія – функція емпіричної регресії (Y=a+bX). 

Пунктирна лінія вказує на 95% довірчий інтервал.
В ході оцінки результатів дослідження, встановлено, що введення блокатора ПАРП-1 за умов імунокомплексного процесу сприяло певній нормалізації скоротливості в обох відділах матки, а саме зменшувало частоту скорочень, підвищену за умов імунізації БСА в обох відділах. В дослідженні виявлені різні ефекти 4-ГК на ОВ і ЦВ міометрія. Встановлено, що блокатор ПАРП-1 сприяв нормалізації амплітуди в ОВ, не впливаючи на цей параметр скоротливості ЦВ. В той же час застосування 4-ГК мало суттєвий ефект на тривалість активного стану в ЦВ, не змінюючи його в ОВ матки. Таким чином, за допомогою даного підходу встановлено, що фермент ПАРП-1 задіяний у розвитку імунокомплексних реакцій і може брати участь у змінах скоротливості різних відділів міометрія матки за даних експериментальних умов.
4.2. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії та зміни функціонального стану мітохондрій
Речовина етилметилгідроксипіридин сукцинат – ГС ( препарат «Мексидол») активує енергосинтезуючі функції мітохондрій і покращує енергетичний обмін в клітині. Оскільки мітохондрії беруть участь у скоротливості ГМК, вважали за доцільне дослідити скоротливість ОВ і ЦВ за умов змін енергосинтезуючих функцій мітохондрій (введення ГС) за умов імунізації мишей БСА.

Проведеними дослідженнями встановлено, що препарат ГС викликав зростання величин амплітуди у ОВ до 2,41±0,30 мН при 1,3±0,24 мН (р<0,05, n=8) та ІС до 3,58±0,77 мН при 1,65±0,38 мН (р<0,01, n=8) в контролі, у ЦВ величин амплітуди до 3,33±0,21 мН  при 1,81±0,39 мН в контролі (р<0,01, n=8) та ІС до 4,39±0,55 мН при 2,55±0,44 мН в контролі (р<0,01, n=8). Показники CVmax, RVmax статистично не змінювались в обох відділах матки. Встановлені зміни величин амплітуди та ІС ОВ і ЦВ за умов введення ГС інтактним мишам представлені на рис.4.8.
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Рис.4.8. Величини амплітуди та індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за умов введення ГС у інтактних мишей. 

Примітки: 

1. На вісі абсцис – групи тварин, на вісі ординат – мН. 

2. ** - р<0,01; *** - р<0,001– вірогідність відмінностей відносно контролю.

ГС у ОВ матки викликав зменшення ЧС до 0,022±0,005 кількості скорочень/с при 0,041±0,005 с в контролі (р<0,001, n=8) і статистично не впливав на тривалість активного стану. У ЦВ величина тривалість активного стану зросла до 13,6±1,17 с при 9,62±1,06 с в контролі (р<0,05, n=8), а ЧС теж зменшилась до 0,022±0,005 при 0,029±0,006 (р<0,01, n=8). Дані про зміну величин тривалості активного стану та частоти скорочень ОВ і ЦВ за умов введення ГС представлені на рис.4.9.
В результаті проведених досліджень виявлено, що ГС підвищує параметри амплітуди та ІС, зменшує ЧС в обох відділах матки та по-різному діє на тривалість активного стану в ОВ і ЦВ міометрія.
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Рис. 4.9. Величини частоти скорочень та тривалості активного стану оваріального і цервікального відділів матки за умов введення ГС. 

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин, на вісі ординат – с, кількість скорочень/с. 

2. ** - р<0,01; *** - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно контролю.

З метою подальшого визначення ролі аргіназного шляху утворення NO в змінах скоротливості за різних експериментальних впливів, застосовували L-норвалін, блокатор аргінази ІІ. На першому етапі визначили вплив L-норваліну на скоротливість матки у інтактних мишей.
Як з’ясувалося, введення L-норваліну викликало зменшення досліджуваних параметрів амплітуди у ОВ до 0,73±0,05 мН при 1,3±0,24 мН в контрольній групі тварин (р<0,05, n=4); CVmax до 0,19±0,03 мН при 0,31±0,10 мН/с та RVmax до 0,14±0,03 при 0,25±0,09 мН/с в контролі (р<0,05 в обох випадках, n=4). ІС статистично не змінився. У ЦВ амплітуда скорочень зменшилась до 0,75±0,12 мН при 1,81±0,39 мН в контролі (р<0,01, n=4); ІС до 1,02±0,31 мН при 2,55±0,44 мН в контролі (р<0,01, n=4); CVmax до 0,18±0,03 при 0,38±0,10 мН/с та RVmax до 0,14±0,03 мН/с при 0,30±0,09 мН/с в контрольній групі тварин (р<0,05 в обох випадках, n=4). Дані про зміну величин амплітуди та індексу скоротливості ОВ і ЦВ за умов введення L-норваліну представлені на рис.4.10. Введення блокатора аргінази ІІ L-норваліну не викликало статистично вірогідних змін величин частоти скорочень та тривалості активного стану у ОВ і ЦВ матки. 
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Рис.4.10. Величини амплітуди та індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за умов введення блокатора аргінази ІІ. 

Примітки: 


1. На вісі абсцис – групи тварин, на вісі ординат – мН. 

2. * - р<0,05; *** - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно контролю.
Таким чином, введення блокатора аргінази ІІ L-норваліну зумовлювало зменшення амплітуди в обох досліджуваних відділах міометрія та ІС – в ЦВ, проте не викликало статистично вірогідних змін величин ЧС та тривалості активного стану у ОВ і ЦВ матки. Відмінність величин ІС у досліджуваних відділах матки може свідчити про відмінну участь аргіназного шляху у їх скоротливості.
На наступному етапі досліджень визначали параметри скоротливої активності матки, змінені за умов імунізації БСА, при впливі на функціональний стан мітохондрій за допомогою ГС. Водночас вводили імунізованим мишам інгібітор аргінази ІІ на тлі застосування ГС.
Введення ГС за умов імунізації БСА у ОВ матки викликало зменшення амплітуди до 1,68±0,18 мН при 4,38±0,32 мН (р<0,001, n=8); CVmax до 0,32±0,07 мН/с при 0,61±0,06 мН/с (р<0,05, n=8); RVmax до 0,24±0,04 мН/с при 0,43±0,05 мН/с (р<0,05, n=8) порівняно з імунізованими БСА тваринами. У ЦВ матки встановлено зростання величин амплітуди до 6,41±0,59 мН при 5,43±0,71 мН (р<0,01, n=8); RVmax та CVmax статистично не змінювалась порівняно з дослідними тваринами порівняно з імунізованими БСА тваринами. Дані про зміну величин амплітуди ОВ і ЦВ міометрія за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну представлені на рис.4.11.
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Рис.4.11. Величини амплітуди оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну. 

Примітки: 

1. На вісі абсцис – групи тварин (умовні позначення: 1 − контроль (n=8); 2 − імунізація БСА (n=8); 3 – ГС  за умов імунізації БСА (n=8); 4 − за умов імунізації БСА введення ГС і L-norvalin (n=8)), на вісі ординат – мН. 

2. ** - р<0,01, *** - р<0,001– вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин; ++ - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно тварин, яким вводили ГС при імунізації БСА. 

Введення L-норваліну та ГС за умов імунізації БСА порівняно з дослідними тваринами, яким вводили БСА викликало у ОВ зменшення величин амплітуди до 1,3±0,43 мН при 4,38±0,32 мН (р<0,001, n=8); CVmax до 0,41±0,08 мН/с при 0,61±0,06 мН/с (р<0,05, n=8); RVmax до 0,25±0,05 мН/с при 0,43±0,05 мН/с (р<0,05, n=8) в імунізованих БСА тварин. У ЦВ міометрія встановлено зменшення величин амплітуди до 3,03±0,49 мН при 5,43±0,71 мН (р<0,01, n=8) в імунізованих БСА тварин; CVmax до 0,44±0,05 мН/с при 0,71±0,11 мН/с та RVmax до 0,32±0,03 мН/с при 0,48±0,10 мН/с (р<0,05 в обох випадках, n=8) (рис.4.12). 

Отже, L-норвалін за умов дії ГС при імунізації БСА у ОВ наближав значення амплітуди до контрольних, а у ЦВ матки його вплив був менш вираженим: амплітуда статистично відрізнялася від контрольних значень (р<0,001).
Отримані результати та їх аналіз засвідчили, що введення ГС за умов імунізації БСА у ОВ матки призводило до зменшення порівняно з імунізованими БСА тваринами ІС до 2,84±0,51 мН при 6,18±0,82 мН (р<0,01, n=8), а у ЦВ матки − до зростання ІС до 9,94±0,95 мН при 8,04±0,68 мН (р<0,01, n=8). Введення L-норваліну за умов дії ГС при імунізації БСА порівняно з імунізацованими БСА тваринами викликало у ОВ зменшення ІС до 2,24±0,87 мН при 6,18 ±0,82 мН (р<0,01, n=8), а у – ЦВ до 4,24±0,54 мН при 8,04±0,68 мН (р<0,01, n=8). Дані про зміну величин ІС ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну представлені на рис.4.12.
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Рис.4.12. Величина індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну. 

Примітки: 

1. На вісі абсцис – групи тварин (умовні позначення: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – ГС за умов  імунізації БСА (n=8); 4 - за умов імунізації БСА введення ГС і L-norvalin (n=8)), на вісі ординат – мН. 

2. *** - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно контролю; ## - р<0,01, ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин; +++ - р<0,001– вірогідність відмінностей відносно тварин, яким вводили ГС при імунізації БСА. 

Таким чином, інгібування аргінази за допомогою L-норваліну істотно не змінювало ІС в ОВ у імунізованих тварин, яким вводили ГС, в той же час L-норвалін сприяв нормалізації ІС у ЦВ матки. Ці дані вказують на те, що в підвищенні ІС за умов імунізації у цервікальному регіоні може бути задіяний аргіназний шлях метаболізму оксиду азоту. 
Введення ГС за умов імунізації БСА у ОВ зменшувало ЧС до 0,025±0,005 при 0,054±0,014 кількості скорочень/с (р<0,01, n=8), у ЦВ до 0,19±0,025 при 0,044±0,008 кількості скорочень/с порівняно з імунізованими тваринами (р<0,001, n=8). Дані про зміну величин частоти скорочень ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну представлені на рис.4.13.
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Рис. 4.13. Величина частоти скорочень оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норвалін. 

Примітки: 

1.По осі абсцис – групи тварин (умовні позначення: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – ГС за умов імунізації БСА (n=8); 4 − за умов імунізації БСА введення ГС і L-norvalin (n=8)), по осі ординат – кількість скорочень/с. 

2. * - р<0,05; ** - р<0,01, *** - р<0,001– вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

Застосування ГС, який покращує енергетичний стан мітохондрій, сприяло нормалізації ЧС, зміненої при імунізації БСА: цей параметр при введенні ГС імунізованим мишам статистично не відрізнявся від значень у контролі. Інгібування аргінази ІІ не спричиняло суттєвих змін при дії ГС на імунізованих мишей, тобто цей фермент можу бути не задіяним у модуляції ЧС.

Встановлено, що за умов імунізації БСА енергізація мітохондрій, яка була зумовлена введенням ГС, по різному впливала на тривалість активного стану оваріальної і цервікальної частин: не було статистично значущих змін у ОВ матки, тоді як у ЦВ показано підвищення параметру Т до 13,6±1,17 с при 9,62±1,06 с в контролі (р<0,05,  n=8). Інгібування аргінази відміняло індуковане ГС підвищення тривалості активного стану у ЦВ, тобто цей фермент задіяний у збільшенні даного показника скоротливості, обумовленого енергізацією мітохондрій в даному регіоні матки. Дані про зміну величини тривалості активного стану ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну представлені на рис.4.14.
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Рис. 4.14. Величина тривалості активного стану оваріального і цервікального відділів матки за умов імунізації мишей БСА і введення ГС та L-норваліну. 

Примітки: 

1.На вісі абсцис – групи тварин (умовні позначення: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – ГС за умов імунізації БСА (n=8); 4 − за умов імунізації БСА введення ГС і L-norvalin (n=8)), на вісі ординат – с. 

2. * - р<0,05; ** - р<0,01– вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

Таким чином, викликана енергізація мітохондрій, зумовлена введенням ГС інтактним тваринам, має як спільні ефекти (зменшує ЧС в обох відділах), так і відмінності в дії на досліджувані частини матки (викликає зростання амплітуди та ІС у ОВ та ЦВ та тривалості активного стану – в ЦВ матки). За умов моделювання імунокомплексного процесу введення ГС сприяло нормалізації деяких параметрів, змінених при імунізації: амплітуди, ІС, ЧС – в ОВ та ЧС в ЦВ. Встановлено особливості реакції досліджуваних відділів матки імунізованих мишей на введення ГС: цей препарат у ОВ – зменшує амплітуду та ІС, а у ЦВ – викликає їх зростання. Отримані результати свідчать про складний механізм дії ГС в модуляції кальцієвого гомеостазу в міоцитах.
Важливо відмітити, що введення інгібітора аргінази ІІ на тлі імунізації БСА та енергізації мітохондрій відміняло ефекти ГС на амплітуду, ІС та тривалість активного стану в ЦВ, тобто даний фермент був задіяний у встановлених змінах скоротливості цього відділу матки. В той же час інгібітор аргінази ІІ не впливав на розвиток скоротливості ОВ, що вказує на значно меншу роль оксиду азоту, продукованого за аргіназним шляхом, у функціональній активності даного регіону матки за умов імунізації БСА. 

РОЗДІЛ 5

СКОРОТЛИВІСТЬ ОВАРІАЛЬНОГО І ЦЕРВІКАЛЬНОГО ВІДДІЛІВ МАТКИ ЗА УМОВ ВВЕДЕННЯ НАНОЧАСТИНОК ЗАЛІЗА 


Оцінювали вплив введення субстанції наночастинок нуль-валентного заліза (НЧЗ, Fe0) на скоротливість ОВ і ЦВ матки інтактних тварин, а також за умов змін скоротливої активності матки (при моделюванні експериментальної імунокомплексемії та залізодефіцитної анемії у мишей) з метою як встановлення особливостей реакції різних відділів міометрія, так і для оцінки можливого профілактичного та терапевтичного застосування даного препарату. 

5.1. Вплив НЧЗ на параметри скоротливості ОВ і ЦВ міометрія матки у мишей


Встановлено, що внутрішньовенне ведення НЧЗ (1,68 мг/кг) раз на тиждень протягом 6 тижнів інтактним тваринам не викликало в ОВ та ЦВ статистично вірогідних змін середніх груп величин амплітуди, ІС, Т, CVmax, RVmax та ЧС у порівнянні з таким величинами у контролі (n=8).

5.2. Вплив введення НЧЗ на параметри скоротливості ОВ і ЦВ за умов експериментальної ЗА у мишей
За умов експериментальної ЗА в ОВ було встановлено зменшення величин амплітуди у ОВ і ЦВ матки (розділ 3). За умов 5-кратного в/в введення НЧЗ у ОВ міометрія спостерігалось зростання величини амплітуди до 0,68±0,12 при 0,41±0,12 мН (р<0,05, n=6), у ЦВ до 0,91±0,22, мН при 0,48±0,09 мН (р<0,01, n=6) у порівнянні з тваринами, у яких моделювали ЗА.

У ОВ матки за умов 10-кратного перорального введення НЧЗ амплітуда скорочень зросла до 0,65±0,11 мН (р<0,05, n=6), за умов введення препарату «Феррум Лек» – до 0,63±0,14 (р<0,05, n=6) при 0,41±0,10 мН у тварин з ЗА. У ЦВ статистично вірогідних змін амплітуди за даних експериментальних умов не було виявлено. Дані про зміну величин амплітуди ОВ і ЦВ за умов експериментальної ЗА та введення НЧЗ і препарату порівняння «Феррум Лек» представлені на рис.5.2.
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Рис.5.5. Величина амплітуди оваріального і цервікального відділів матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії та введення НЧЗ і препарату «Феррум Лек».

Примітки: 

1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат – мН. 

2. Умовні позначення груп тварин: 1– контроль (n=6); 2 – ЗА; 3 – 5-кратне в/в введення НЧЗ (n=6); 4 – 10-кратне пероральне введення НЧЗ (n=6); 5 – 10-кратне пероральне введення препарату «Феррум Лек» (n=6). 

3.** - р<0,01 - вірогідність відмінностей відносно контролю; # - р<0,05; ## - р<0,01- вірогідність відмінностей відносно тварин з ЗА.

За умов експериментальної ЗА встановлено зменшення у ІС в обох відділах матки, порівняно з контрольними тваринами (розділ 3). 5-кратне в/в введення НЧЗ у ОВ зумовлювало підвищення ІС до 1,10±0,19 мН при 1,46±0,38 мН (р<0,01, n=6), у ЦВ матки до 1,68±0,36 мН при 0,81±0,08 мН (р<0,01, n=6) у тварин, в яких моделювали ЗА. За умов 10-кратного перорального введення НЧЗ встановлено зростання у ОВ матки ІС до 1,26±0,39 мН при 0,65±0,09 мН, у ЦВ – до 1,27±0,32 мН при 0,81±0,08 мН (р<0,05 в обох випадках) у тварин з ЗА. За умов 10-кратного перорального ведення препарату «Феррум Лек» теж спостерігалося підвищення параметру ІС: у ОВ до 1,03±0,13 мН при 0,65±0,90 мН (р<0,01, n=6), у ЦВ – до 1,26±0,29 мН при 0,80±0,09 мН (р<0,05, n=6) у тварин з залізодефіцитною анемією. Дані про зміну величин ІС ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної ЗА та введення НЧЗ і препарату порівняння «Феррум Лек» представлені на рис.5.3.
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Рис.5.3. Величина індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії та введення НЧЗ і препарату «Феррум Лек».

Примітки: 

1. На вісі абсцис – відділи матки, на вісі ординат – мН. 

2. Умовні позначення груп тварин: 1– контроль (n=6); 2 – ЗА (n=6); 3 – 5-кратне в/в введення НЧЗ (n=6); 4 – 10-кратне пероральне введення НЧЗ (n=6); 5 – 10-кратне пероральне введення препарату «Феррум Лек» (n=6). 

3.* - р<0,05, ** - р<0,01 - вірогідність відмінностей відносно контролю; #- р<0,05, ## - р<0,01- вірогідність відмінностей відносно тварин з ЗА.

Отже, застосування НЧЗ як при внутрішньовенному так і при пероральному способах введення, а також препарату порівняння «Феррум Лек» мало протективну дію на міометрій, підвищуючи ІС в обох відділах матки. За умов 5-кратного в/в та 10-кратного перорального введення НЧЗ та препарату «Феррум Лек» не виявлено статистично вірогідних відмінностей змін величин CVmax та RVmax у порівнянні з такими у тварин із ЗА.

За умов експериментальної ЗА величина Т в зменшувалась в ОВ та у ЦВ матки відносно контрольних тварин (розділ 3). За умов 5-кратного в/в введення НЧЗ у ЦВ матки встановлено зростання величини Т до 6,5±1,1 с при 4,75±0,51 с у 2 групі тварин (р<0,05, n=6), у ОВ не виявлено вірогідних змін величини Т. При пероральному 10-кратному введенні НЧЗ в ОВ встановлено зростання величини Т до 6,25±0,80 с при 4,25±0,25 с у тварин з ЗА (р<0,05, n=6), а у ЦВ величина Т статистично не змінилася у порівнянні з такою у контролі. Пероральне 10-кратне введення препарату «Феррум Лек» у ОВ і ЦВ матки не викликало вірогідної різниці величин Т в порівнянні з тваринами із ЗА. Дані зміни величин тривалості активного стану ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної ЗА та введення НЧЗ і препарату «Феррум Лек» представлені на рис.5.4. За умов експериментальної ЗА та введення НЧЗ і препарату «Феррум Лек» величина частоти скорочень ОВ і ЦВ статистично не змінювалась. 
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Рис.5.4. Величина тривалості активного стану оваріального і цервікального відділів матки за умов експериментальної залізодефіцитної анемії та введення НЧЗ і препарату «Феррум Лек».

Примітки: 

1. На вісі абсцис – відділи матки, на вісі ординат – мН. 

2. Умовні позначення груп тварин: 1– контроль (n=6); 2 – ЗА (n=6); 3 – 5-кратне в/в введення НЧЗ (n=6); 4 – 10-кратне пероральне введення НЧЗ (n=6); 5 – 10-кратне пероральне введення препарату «Феррум Лек» (n=6). 

3.* - р<0,05, ** - р<0,01 - вірогідність відмінностей відносно контролю; # - р<0,05- вірогідність відмінностей відносно тварин з ЗА.
У підсумку, встановлено, що за більшістю показників препарат наночастинок нуль-валентного заліза мав протективну дію при застосуванні на тлі ЗА, сприяючи наближенню параметрів скоротливості до значень у контрольних мишей. Спосіб застосування НЧЗ впливав на ефективність НЧЗ в різних відділах матки. Так, п’ятикратне в/в введення НЧЗ викликало зростання амплітуди та ІС в обох відділах, а тривалості активного стану лише в ЦВ. Інший спосіб – десятикратне пероральне введення НЧЗ за умов експериментальної ЗА зумовлювало зростання амплітуди, ІС та тривалості активного стану у ОВ, тоді як у ЦВ − лише збільшення ІС. Застосування НЧЗ мало більш виражений протективний ефект на скоротливу активність матки, порушену при ЗА, ніж препарат порівняння - «Феррум Лек».

5.3. Дослідження впливу НЧЗ на параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов експериментальної імунокомплексемії 
Оскільки залізодефіцитні стани часто супроводжуються запальними процесами. Наступні наші дослідження були направлені на вивчення впливу НЧЗ на скоротливість матки за умов імунізації БСА, яка призводила до розвитку запалення, а саме системного імунокомплексного процесу.

Встановлено, що за умов імунізації БСА ведення НЧЗ викликало зменшення амплітуди у ОВ матки до 0,88±0,19 мН при 3,76±0,54 мН (р<0,001, n=8) в імунізованих мишей, а у ЦВ до 0,66±0,14 мН при 5,92±1,01 мН (р<0,001, n=8) у порівнянні з такими величинами за умов імунізації БСА. Дані про зміну величин амплітуди ОВ і ЦВ за умов імунізації мишей БСА та введення НЧЗ на представлені на рис.5.6.
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Рис.5.6. Величини амплітуди оваріального і цервікального відділів матки за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА.

Примітки: 

1. На вісі абсцис – відділи матки, на вісі ординат –  мН. 

2. Групи тварин: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – введення НЧЗ за умов імунізації БСА (n=8); 4 – НЧЗ (n=8).

3. * - р<0,5 *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.


Введення НЧЗ при імунізації БСА в ОВ матки зменшувало ІС до 1,31±0,30 мН при 5,87±1,42 мН (р<0,001, n=8), а у ЦВ до 0,98±0,16 мН при 8,56±1,56 мН (р<0,001, n=8) у порівнянні з імунізованими БСА тваринами. Дані про зміни величин ІС ОВ і ЦВ матки за умов імунізації мишей БСА та введення НЧЗ представлені на рис.5.7.
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Рис.5.7. Величини індексу скоротливості оваріального і цервікального відділів матки за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА.

Примітки:

1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат –  мН. 

2. Групи тварин: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – введення НЧЗ за умов імунізації БСА (n=8); 4 – НЧЗ (n=8).
3. ** - р<0,01; *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

За умов імунізації БСА ведення НЧЗ в ОВ матки викликало і зменшення ЧС до 0,029±0,007 кількість скорочень/с при 0,056±0,009 (р<0,05, n=8). Подібні за направленістю зміни спостерігались і у ЦВ: встановлено зменшення величини ЧС до 0,027±0,005 кількості скорочень/с при 0,044±0,008 (р<0,001, n=8) у порівнянні з імунізованими БСА тваринами. Дані про зміни величин частоти скорочень ОВ і ЦВ за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА представлені на рис.5.8. 
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Рис.5.8. Величини частоти скорочень оваріального і цервікального відділів матки за умов введення НЧЗ  та імунізації мишей БСА.

Примітки:

1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат – кількість скорочень/с.

2. Групи тварин: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – введення НЧЗ за умов імунізації БСА (n=8); 4 – НЧЗ (n=8).

3. .* - р<0,05, *** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю; ### - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно імунізованих БСА тварин.

За умов імунізації БСА введення НЧЗ  статистично вірогідно не змінювало тривалість активного стану, як у ОВ так і ЦВ матки у самок мишей. Дані про зміни величин тривалості активного стану ОВ і ЦВ за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА представлені на рис.5.9. 
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Рис.5.9. Величини тривалості активного стану оваріального і цервікального відділів матки за умов введення НЧЗ та імунізації мишей БСА (n=8).

Примітки:

1. По осі абсцис – відділи матки, по осі ординат – кількість скорочень/с.

2. Групи тварин: 1 – контроль (n=8); 2 – імунізація БСА (n=8); 3 – введення НЧЗ за умов імунізації БСА (n=8); 4 – НЧЗ (n=8).
3.*** - р<0,001 – вірогідність відмінностей відносно контролю.

Хоча введення НЧЗ і зменшувало показники скоротливості матки, які були збільшені за умов імунізації, така дія НЧЗ за рядом параметрів була надмірною і пригнічувала скоротливість в порівнянні з контролем. Встановлено, що за умов імунізації БСА введення НЧЗ викликає зниження параметрів амплітуди у ОВ у порівнянні зі значеннями у контрольних тварин до 0,88±0,19 мН при 1,42±0,34 мН (р<0,05, n=8) та ЧС до 0,029±0,007 при 0,042±0,0095 кількості скорочень/с в контролі (р<0,05, n=8). У ЦВ також спостерігається зниження амплітуди до 0,66±0,14 мН при 2,08±0,48 мН (р<0,001, n=8) та ІС до 1,31±0,30 мН при 2,92±0,78 мН (р<0,01, n=8) в контрольних тварин.

Таким чином, внутрішньовенне введення наночастинок нуль-валентного заліза один раз на тиждень протягом 6 тижнів не викликало змін параметрів скоротливості в ОВ та ЦВ у порівнянні з контрольними значеннями. За умов експериментальної ЗА введення НЧЗ викликають підвищення параметрів скоротливості ОВ та ЦВ матки у самок мишей і призводить до нормалізації досліджуваних параметрів. Слід відмітити, що НЧЗ є мають більш ефективний вплив, ніж досліджуваний препарат порівняння. 

Проте застосування НЧЗ на тлі імунізації БСА викликало інші ефекти. Введення НЧЗ викликало в ОВ зменшення величин амплітуди, ІС та частоти скорочень, що наближувало дані до значень контролю. За умов імунізації БСА інгібуючий ефект НЧЗ на параметри скоротливості був сильніше виражений у ЦВ матки, і проявлявся у надмірному зменшенні величин амплітуди та ІС до значень, статистично нижчих від контрольних.
Отже, проведеними дослідженнями встановлено особливості скорочувальної функції ОВ і ЦВ за фізіологічних умов, а також при експериментальній імунокомплексемії та залізодефіцитній анемії. Показано, особливості скоротливості ОВ і ЦВ за умов різних експериментальних впливів (введенння блокатора ПАРП-1 та зміни функціонального стану мітохондрій) при імунізації мишей БСА. А також виявлено зміни скоротливої активності ОВ і ЦВ при дії НЧЗ Fe0  при імунокомплексемії та залізодефіцитній анемії.
РОЗДІЛ 6
АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

6.1. Особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки за фізіологічних та різних експериментальних умов

Дослідженнями останніх років встановлено ряд фізіологічних відмінностей між верхнім і нижнім сегментами матки [40, 152, 154] і запропоновано ідею функціональної регіональності матки [147]. Показано, що у верхньому і нижньому сегментах міометрія експресуються рецептори до кортикотропін-рилізінг гормону [89, 133], окситоцинові рецептори, рецептори до прогестерону та ацетилхоліну, а також ферменти циклооксигеназа 1 і 2 [40]. Продемонстровано вище співвідношення АТФ/АДФ у нижньому сегменті матки порівняно з верхнім сегментом, що відображає більш низьке використання енергії за відносно спокійного стану у нижньому сегменті [152]. Проте скоротливість верхнього і нижнього відділів матки залишається недостатньо вивченою.
Відомо, що вибір та інтерпретація параметрів, які характеризують скоротливість міометрія, залежить від моделі спряження збудження – скорочення, прийнятої дослідниками. Експерименти, в яких використовували як сахарозні містки, так і мікроелектроди, показали складні потенціали дії міометрія, тривалість кожного з яких була до 30-90 с [218]. Детальні дослідження зразків міометрія людини, отриманого на кінець вагітності, встановили два типи потенціалів дії: тип плато і тип осциляцій. Обидва типи потенціалів дії викликали внутрішньоклітинний Ca2+-транзієнт і скорочення, що передбачає синхронну активацію клітин у межах смужки, найбільш ймовірно через електричне зчеплення щілинних контактів [149]. Спонтанні тривалі Ca2+-транзієнти і скорочення спостерігаються в багатоклітинних препаратах міометрія людини. Ізольовані ж клітини – нерухомі, або генерують тільки короткі спонтанні Ca2+-транзієнти. Тривалий потенціал дії в міометрії людини є властивістю клітинної мережі [86, 170, 206]. Тому біофізична деталізація математичної моделі спряження збудження-скорочення в міометрії людини повинна б враховувати поведінку багатоклітинної тканини, а не тільки окремої клітини. 

На сьогодні ще не зроблено детальної математичної моделі пучка міометрія людини, хоча модель поодинокої клітини, недавно опублікована Bursztyn та ін. відтворює потенціало-керовані Ca2+-транзієнти, майже ідентичні тим, які спостерігаються в експериментах на міометрії [144]. Математичні моделі скорочення матки, опубліковані в літературі, підтримують ідею поступового залучення клітин в процес скорочення [80, 218]. Конфокальні відображення Ca2+ в шарах міометрія людини, забезпечують прямі докази того, що всі клітини в межах пучка міометрія підтримують високий рівень Ca2+ протягом всієї тривалості фазного скорочення [170,  179]. 

Ми досліджували скоротливу активність міометрія з використанням методу фазно-графічного аналізу, а саме такі параметри: амплітуду скорочення (мН), частоту скорочення (кількість за с), швидкість скорочення і розслаблення (мН/с); індекс скоротливості (мН). Наші дослідження були спрямовані на встановлення особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки у мишей.

Встановлено, що у ЦВ матки є вищими величини: амплітуди скорочення на 38,5 % (р<0,05), швидкості скорочення на 44,9 %, швидкості розслаблення на 47,4% у порівняно з такими величинами в ОВ (р<0,05), а також інтегральний показник скоротливості ІС на 38,9 %. В ОВ є вищими такі величини: тривалість активного стану та частота скорочень на 17,4% і 42,5 % відповідно (р<0,01 в обох випадках). Отримані нами дані узгоджуються з результатами електрофізіологічних і морфологічних досліджень про залежність контрактурної активності матки від кровопостачання, яке обумовлює особливості спонтанної активності ОВ, ЦВ та шийки матки у щурів [40]. Слід відмітити, що ділянка міометрія ближча до ОВ характеризується менш звивистими кровоносними судинами. Кровоносні судини прямо з поверхні входять в ріг матки, майже не звиваючись, збираються в пучок і створюють сильну васкуляризацію ОВ матки, яка відіграє, мабуть, певну роль в автоматизмі даного відділу труби матки [16].

Також морфо-гістохімічним аналізом показано, що на поздовжніх зрізах ОВ матки інтактних щурів виявляються круглі або овальні атипові клітини з високим рівнем активності Са2+-залежної кислої фосфатази. Хоча такі ж клітини виявлені в ЦВ і в тілі матки, важливо відзначити, що найбільше їх скупчення виявлено саме в ОВ міометрія. Встановлено, що дані клітини обумовлюють більшу тривалість спайкової електричної активності у ОВ щурів за умов дії окситоцину, який підвищує ферментативну активність даних атипових клітин [40]. Наші дослідження показали, що тривалість активного стану (час між максимальною активацією, яка відповідає піку фосфорилювання легкого ланцюга міозину, що викликане зростанням Са2+, і максимальною дезактивацією – припиненням ПД і зниженням Са2+ в клітині) [170]  є значно більшою в ОВ, ніж в ЦВ матки. Це можна пояснити наявністю даних атипових клітин з високим рівнем активності Са2+-залежної кислої фосфатази переважно в ОВ, що зумовлює зростання параметру тривалості активного стану.

Результати даного дослідження, які показали, що величини амплітуди, ІС, швидкості скорочення та швидкості розслаблення є значно більшими в ЦВ, ніж в ОВ, підтверджують спеціалізацію фізіологічної функції даного сегменту. Вона пов’язана з вигнанням плоду, що потребує швидких змін тривалості скорочення та тривалості розслаблення. Це узгоджується з даними [104, 187] відносно більших енергетичних затрат в даному сегменті матки при пологах.

В наших дослідженнях показано, що амплітуда скорочень є значно нижчою в ОВ, ніж в ЦВ, що може бути зумовлено більшою васкуляризацією даного відділу, тобто більшою кількістю сполучної і меншою кількістю м'язової тканини. Однак в ОВ величина ІС є також значно меншою, ніж в ЦВ, а цей параметр є інтегральним показником, який характеризує скоротливість м'язів. Величина IС (ІС=Fmax*CVmax/RVmax) залежить лише від скоротливого стану тканини і відображає зміни в скоротливості незалежно від вмісту сполучної тканини в межах зразка [170], тобто клітини міометрія ОВ мають меншу скоротливість, ніж ЦВ. 
Наші дані узгоджуються з даними [34] в тому, що ОВ, мабуть, завдяки більшій васкуляризації характеризується меншою величиною ІС. Цікаво, що у мишей на 4-5 день гестації спостерігається зменшення, а на 10-11 день гестації – збільшення ІС [32].

Отже, вперше встановлено відмінності у скоротливості ОВ і ЦВ за величинами амплітуди, швидкості скорочення, швидкості розслаблення, ІС, які є вищими у ЦВ матки та за величинами тривалості активного стану та частоти скорочень, які є вищими у ОВ матки у мишей. Це, ймовірно, зумовлено різною васкуляризацією даних відділів матки, поліморфізмом міоцитів, енергетичними процесами, рецепторним апаратом та ін.

Для подальшого дослідження функціональних відмінностей міометрія різних відділів матки ми використовували два експериментальні впливи, які спричиняють різноспрямовані зміни скоротливості – посилення (за умов моделювання системної імунокомплексемії) та послаблення (за умов відтворення залізодефіцитної анемії у мишей). Ці експериментальні умови в принципових рисах наближені до широко розповсюджених розладів, а саме відтворюють 1) опосередковане імунними комплексами мультиорганне ушкодження, що може розцінюватися як  системні васкуліти (за допомогою імунізації БСА) та 2) залізодефіцитна анемія (утримання тварин на залізодефіцитній дієті).
Відомо, що імуноопосередковані запальні процеси впливають на функціонування яєчників, змінюють скоротливість міометрія [25, 35, 138], можуть призводити до порушення імплантації та передчасних пологів [178], зумовлювати безпліддя й нерезультативні спроби при застосуванні допоміжних репродуктивних технологій. Одним з ключових механізмів вищенаведених наслідків є реакції гіперчутливослі ІІІ типу, опосередковані ІК. Частим проявом гіперімунокомплексемії є системні васкуліти (СВ), що можуть спричиняти мультиорганну дисфункцію, зокрема репродуктивних органів, через ушкодження судин. Тому детального вивчення потребує скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов імунних розладів, зокрема імунокомплексних ушкоджень, що практично не досліджено.

Нами була проведена довготривала імунізація мишей – протягом шести тижнів зростаючими дозами антигену – чужорідного білка БСА. Було відмічено зміни в лейкограмі крові (зростання кількості паличко- та сегментоядерних нейтрофілів), зростання рівня циркулюючих ІК в сироватці крові, підвищення рівня фіксації Ig в тканинах (печінка, селезінка, нирки, аорта, матка, суглоби), посилення функціонально-метаболічної активності нейтрофілів периферичної крові та посилення функціонально-метаболічної активності клітин як вродженого, так і адаптивного імунітету (за даними НСТ-тесту, визначення фагоцитозу і вмісту катіонних білків, реакції гальмування адгезії лімфоцитів). Активація імуноцитів супроводжувалась посиленням їх загибелі: збільшувалась експресія Fas-рецептора на мембранах клітин тимуса і лімфовузлів, підвищувався рівень апоптозу і некрозу даних клітин. Таким чином, за оцінкою показників гуморальної та клітинної ланок імунітету, можна зробити висновок, що застосована схема імунізації БСА призводила до розвитку запального процесу імунокомплексного генезу у мишей.

За умов даного імунного ушкодження ми оцінювали скоротливість ОВ і ЦВ матки.  Встановлено, що при імунізації БСА в ОВ матки відбувається зростання таких величин: амплітуди в 3,4 рази (р<0,001 в порівнянні з контролем – введенням фіз. розчину, ІС в 3,2 рази (р<0,001), швидкості скорочення в 2,2 рази (р<0,05), швидкості розслаблення в 2,3 рази (р<0,05); і зменшення таких величин: частоти скорочень в 1,4 рази (р<0,05), тривалість активного стану в 1,3 рази (р<0,05). У ЦВ матки відбувається зростання таких величин: амплітуди 3,2 рази (р<0,01), ІС в 3,3 рази (р<0,001), швидкості скорочення в 1,7 рази (р<0,05), швидкості розслаблення в 1,7 рази (р<0,05), частоти скорочень в 1,5 рази (р<0,01); зменшилась величина тривалості активного стану в 1,6 рази (р<0,01). 

Таким чином, за умов експериментальної імунокомплексемії спостерігалися виражені однонаправлені зміни функції міометрія в обох досліджуваних відділах. Встановлено певні особливості змін параметрів скоротливості: у ЦВ величина амплітуда вища на 33,4 %, величина ІС на 39,9 %, у порівнянні з такими в ОВ, тоді як величин тривалості активного стану та частоти скорочень на 42,3 % та 17,2 % є вищими в ОВ матки.

Відомо, що мітохондрії відіграють фундаментальну роль у забезпеченні клітинних процесів енергією, контролюванні внутрішньоклітинних Са2+-транзієнтів і, відповідно, в забезпеченні кальцієвої сигналізації в цитозолі, приймаючи, таким чином, участь у скороченні м’язової тканини [11, 35], а також задіяні у регуляції роботи пейсмекерних клітин [59]. Активно вивчають роль мітохондрій-залежного апоптозу у розвитку репродуктивних розладів [209]. Ми вважаємо, що зменшення величини тривалості активного стану за умов імунізації БСА свідчить про зміну Са2+ -гомеостазу в клітині, в чому можуть бути задіяні мітохондрії, оскільки активний стан міоцита пов’язаний із присутністю Са2+ в клітині. Роль мітохондрій у зміні скоротливості різних відділів матки потребує подальшого ретельного з'ясування.  
Отримані нами результати узгоджуються з даними [35], згідно яких при моделюванні аутоімунного ушкодження яєчника відбувається підвищення величин параметрів скоротливості матки мишей (амплітуди, ІС, швидкості скорочення та швидкості розслаблення). Проте, за таких експериментальних умов не відбувається зростання частоти скорочень, що встановлено нами за умов імунізації БСА. Наші результати доповнюють результати, отримані Калейніковою О.М. (2013) за умов імуноопосередкованого ушкодження репродуктивної системи, а також їх розширюють і поглиблюють: вперше охарактеризовано скоротливість ЦВ матки і крім інших параметрів оцінено величини тривалості активного стану скоротливості міометрія ОВ і ЦВ матки. 

Відомо, що реакція організму на запалення, незалежно від локалізації запального процесу, розвивається відповідно до загальних типових патологічних процесів, за участю багаточисельних медіаторів запалення. До групи медіаторів запалення входять численні активні сполуки: 1) цитокіни (прозапальні і протизапальні); 2) інтерферони; 3) ейкозаноїди; 4) АФК; 5) комплемент плазми крові; 6) біологічно активні речовини і стресові гормони (гістамін, серотонін, катехоламіни, кортизол, вазопресин, простагландини, гормон росту); 7) фактор активації тромбоцитів; 8) NО та ін. Надмірна продукція цитокінів та інших медіаторів запалення є ключовою ланкою розвитку синдрому системної запальної відповіді, що призводить до виникнення системної поліорганної дисфункції.
Спираючись на власні результати, а також на дані літератури, є підстави стверджувати, що імунізація БСА призводить до системних змін імунокомплексного ґенезу, які пов’язані з активацією клітин неспецифічного та адаптивного імунітету, утворенням антитіл та ІК. Це спричиняє секрецію потужних вазоактивних і прозапальних чинників з наступним збільшенням клітинної загибелі, що в сукупності призводить до посилення некротичних, запальних та аутоімунних процесів на системному рівні. Імунізація БСА слугує причиною виникнення генералізованого запалення з відкладенням ІК і пошкодженням кровоносних судин, що може призводити до розвитку реакції гіперчутливості ІІІ типу, до яких належать імунокомплексні ушкодження. Останні, на нашу думку, є причиною розладів репродуктивної системи, яка проявляється в порушенні регуляції скоротливості матки. 

За умов імуноопосередкованих запальних процесів, зокрема пов’язаних із ІК, зміна активності міометрія може бути обумовлена порушенням кровопостачання [16], виробленням прозапальних цитокінів та ейкозаноїдів [103, 124], зміною функціонального стану мітохондрій [34, 35], NO [11], оксидативним стресом та АФК й азоту.

Ключовим моментом у запуску більшості з вищеназваних процесів є активація NF-kB, яка відбувається у верхньому і нижньому сегменті матки при вагітності [159]. Цей транскрипційний фактор спричиняє експресію NF-kB-залежних генів та синтез відповідних молекул: інтерлейкінів ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8, ФНП-α, ІФН-γ; молекул адгезії та хемокінів; індуцибельних ферментів (iNOS та циклооксигенази-2) тощо. NF-kB також безпосередньо впливає на скоротливість м'язів: зумовлює експресію генів, що відповідають за синтез скоротливих білків  [97, 125], регулює деякі іонно-транспортні системи міометрія [68] та ін. Однак конкретні механізми (або їх сукупність), які задіяні у зміні скоротливості різних відділів матки при імунокомплексемії, потребують подальших досліджень.  
Отже, нами вперше показано, що у ОВ та ЦВ матки за умов моделювання експериментальної імунокомплексемії відбуваються такі зміни скоротливості: зростають величини амплітуди, ІС, швидкості скорочення, швидкості розслаблення та частоти скорочень та зменшується величина тривалості активного стану. Встановлено, що хоча зміни є однонаправленими в обох відділах матки, більшого ушкодження зазнають параметри ЦВ міометрія. 

Відомо, що нестача заліза зумовлює розвиток залізодефіцитних станів та часто супроводжує хронічні інфекції, запальні захворювання та неопластичні процеси [51, 219]. До основних груп ризику належать саме жінки репродуктивного віку, вагітні жінки та, як результат, новонароджені діти. ЗА може призводити до гестозів, слабкості родових сил, передчасних пологів [2, 7, 14]. Відомостей про стан репродуктивної системи невагітних жінок за умов ЗА мало, основною групою для досліджень залізодефіцитних станів є вагітні жінки. Дефіцит заліза в кінці гестаційного процесу розвивається у всіх без винятку вагітних або в прихованій, або в явній формі. За таких умов вагітні жінки більш сприйнятливі до інфекційних захворювань, оскільки залізо бере участь у забезпеченні таких важливих фізіологічних процесів, як клітинний поділ, синтез ДНК, біосинтез колагену, метаболізм біологічно активних сполук, клітинний і гуморальний імунітет, тощо [2, 14, 51, 76,]. 

Скоротливість матки за умов залізодефіцитних станів вивчена недостатньо, а дані стосовно скоротливості ОВ і ЦВ матки при моделюванні ЗА – відсутні. Тому актуальним на сьогодні є дослідження скоротливості матки за умов відтворення залізодефіцитних станів з використанням тварин. Ми оцінювали скоротливість різних відділів матки у мишей за умов експериментальної ЗА, яку моделювали шляхом утримування дослідних тварин на залізодефіцитній дієті протягом 2 місяців. 

Нами встановлено, що при відтворенні ЗА у мишей відбувається зменшення величин таких параметрів: амплітуди в ОВ в 2,45 рази (р<0,01), а у ЦВ матки у 3,13 рази (р<0,001), швидкості скорочення в ОВ у 3,18 рази (р<0,01) та швидкості розслаблення в 5,43 рази (р<0,001), у ЦВ матки в 3,45 рази (р<0,001) та в 3,43 рази відповідно (р<0,01). За умов експериментальної ЗА в ОВ матки відбувається зменшення величин ІС в 2,25 (р<0,05), а тривалості активного стану в 2,75 рази (р<0,01), у ЦВ величини ІС зменшується в 3,42 рази (р<0,01), а тривалості активного стану в 1,65 рази (р<0,05); в ОВ і ЦВ матки не змінюються величини частоти скорочень. Таким чином, на моделі ЗА виявлено односпрямовані зміни скорочувальної функції двох досліджуваних відділів міометрія, які вказують на сильне пригнічення скоротливості. Ці зміни є протилежними імунізації БСА, яка призводить до посилення скоротливості ОВ і ЦВ матки.
Отримані нами результати доповнюють і розширюють відомості про скоротливу активність міометрія за умов ЗА. Так, зменшення величин амплітуди, ІС, швидкості скорочення та розслаблення за умов ЗА може свідчити про порушення енергетичного обміну в міометрії, зниження синтезу скоротливих білків, нестачі гемо- та міоглобіну, що узгоджується з даними [14]. Зменшення тривалості активного стану в ОВ і ЦВ на нашу думку може свідчити про порушення іонно-транспортних систем та рівня Са2+ в міоцитах матки.

Вважають, що основним пусковим механізмом розвитку ЗА є низька продукція еритропоетину. У пригніченні виробництва ендогенного еритропоетину важливу роль відіграє надлишкова кількість синтезу прозапальних цитокінів і насамперед ФНП-α [85, 219]. Вказують на те, що гіперпродукція прозапальних цитокінів може викликатися вагітністю або хронічними захворюваннями (хронічні інфекції, ревматоїдний артрит та ін.) [14, 106]. У клініці показано, що зміна концентрації цитокінів впливає на виношування плоду та пологи, викликає порушення скорочувальної функції матки (слабкість родових сил, дискоординовані скорочення) [97, 104,139]. Прозапальні цитокіни здатні активувати іNOS і, таким чином, впливати на зміну кількості NO як на локальному, так і на системному рівнях [108, 139], що може також впливати на зміну параметрів скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов ЗА. 

Є дані про те, що продукція вазоактивних речовин (медіаторів та маркерів запалення, ФНП-α, інтерлейкінів) призводить до порушення цілісності ендотелію судин з переходом цих речовин в судинне русло і подальшим розвитком судинної дисфункції, що виражається поліорганною недостатністю [139].
Отже, вперше показано, що при моделюванні ЗА зменшуються такі величини параметрів скоротливості різних відділів матки: амплітуди, швидкості скорочення та розслаблення, ІС, тривалості активного стану, не зазнає змін величина частоти скорочень. За даних експериментальних умов ми встановили, що відмінності ОВ і ЦВ представлені лише параметром частоти скорочень, інші досліджувані показники статистично не відрізняються. Слід відмітити, що як при імунізації БСА, так і при моделюванні ЗА у мишей, більших ушкоджень зазнає ЦВ матки. Тому важливо констатувати більшу стійкість скоротливості ОВ матки за досліджуваних експериментальних умов.

6.2. Скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов експериментальних впливів при моделюванні імунокомплексемії

Відомо, що ядерний фермент ПАРП-1 за умов його надмірної активації відіграє суттєву роль в розвитку запального процесу, загибелі клітин в умовах ушкодження ДНК при оксидативному та нітрозативному стресі, ішемії та ін. [21, 66]. ПАРП-1 бере участь в запальних процесах через загибель клітин або експресію цитокінів та інших медіаторів запалення [66]. Фармакологічне інгібування або відсутність гену ПАРП-1 зменшує запалення на експериментальних моделях імуноопосередкованої патології: аутоімунного енцефаломієліту [172], аутоімунного нефриту [174], ревматоїдного артриту [173] та ін. Є окремі дослідження дії інгібіторів ПАРП за патології репродукції. Так, показано, що інгібування ПАРП було протективним за умов розвитку ендотеліальної дисфункції під час пре-еклампсії [107]. Оскільки дані відносно ролі ПАРП в розладах органів репродукціїї вкрай обмежені та фрагментарні, ми вважали за важливе визначити участь даного ферменту у змінах функціональної активності міометрія як з метою встановлення їх патогенетичних механізмів, так і для визначення перспективи терапевтичного застосування інгібіторів ПАРП. 

Результати імуногістохімічних досліджень показали, що моделювання імунокомплексемії за допомогою імунізації чужорідним білком призводить до збільщення СЦК експресії ПАР в матці в 3,43 рази (р<0,001). Також імунофлуоресцентними дослідженнями встановлено, що імунізація БСА викликає (поряд із іншими дослідженими нами органами – печінкою, селезінкою, нирками, аортою) посилену фіксацію Ig у ОВ (p<0,001) і ЦВ матки (p<0,001). Рівень депозитів в ЦВ був на 44,9 % вищим у порівнянні з ОВ (p<0,01). Таким чином, відбувається активація ПАРП-1 з накопиченням кінцевого продукту ферменту – ПАР в міоцитах матки, що узгоджуються з даними, отриманими на експериментальних моделях аутоімунного енцефаломієліту [172], аутоімунного нефриту [174], ревматоїдного артриту [173], про те що імунне ушкодження викликає активацію ПАРП. 

Введення блокатора ПАРП-1 4-ГК за умов тривалої системної імунокомплексемії мало протективну дію: призводило до зниження СЦК експресії ПАР у міометрії на 52,3 % у порівнянні з імунізованими БСА тваринами (р<0,01) та до зменшення відкладання Ig в ОВ на 25,6 % (p<0,01), а у ЦВ на 45,8 (p<0,001) порівняно з імунізацією. Встановлено також зменшення рівня циркулюючих ІК в сироватці при введенні 4-ГК на тлі імунізації ВСА. Оскільки інгібування ПАРП проявляло протективний ефект на утворення і відкладання ІК, представляло інтерес дослідити, як змінюється скоротливість ОВ і ЦВ матки за умов застосування блокатора ПАРП-1. 

Встановлено, що введення 4-ГК сприяло певній нормалізації окремих параметрів скоротливості, змінених за умов імунізації БСА. Так, 4-ГК викликав у ОВ матки зменшення амплітуди на 30,4 % (р<0,001) та ЧС на 19,6 % (р<0,05); зміни ІС та тривалості активного стану не були статистично вірогідними, порівняно з імунізованими БСА тваринами. У ЦВ за умов дії 4-ГК на тлі імунізації БСА спостерігалось зростання тривалості активного стану на 42,7 % (р<0,001) та зменшення ЧС на 27,3 % (р<0,01) порівняно з імунізованими БСА тваринами. Зміни величин амплітуди та ІС у ЦВ не були статистично значущими порівняно з імунізованими тваринами. Таким чином, експериментальний підхід із застосуванням фармакологічного виключення ПАРП, дозволив виявити специфічні зміни параметрів скорочення у різних ділянках матки.


Встановлено статистично значущий лінійний кореляційний зв'язок між частотою скорочень та рівнем депозитів у ЦВ матки (0,67, р<0,01) і відсутність його в ОВ. Високий коефіцієнт кореляції даних параметрів у ЦВ є вагомим аргументом на користь їх причинно-наслідкових взаємовідносин, тобто збільшення відкладання Ig в тканинах і судинах може бути причиною зростання частоти скорочень у ЦВ матки за умов імунізації БСА. У ОВ матки такого тісного зв'язку не відмічено, можливо з причини більшої васкуляризації даного відділу, більшої його резистентності до ушкоджуючих впливів, або ж бути пов'язано із специфікою функціональної активності міоцитів ОВ.

Отримані нами результати вказують на певну патогенетичну роль ПАРП та розширюють відомості про вплив блокатора даного ферменту 4-ГК на параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов імунного ушкодження у мишей та узгоджуються з позитивним ефектом інгібування ПАРП за умов розвитку ендотеліальної дисфункції під час пре-еклампсії [107].

Відомо, що скоротливість міометрія може залежати від різноманітних факторів запалення [127]. Так, фармакологічне інгібування або відсутність гену ПАРП-1 зменшувало запалення, експресію NF-kB-залежних генів та синтез відповідних молекул: ІЛ-1, ІЛ-6, ІЛ-8, ФНП-α, інтерферону  γ; молекул адгезії та хемокінів, індуцибельних ферментів (NO-синтази та циклооксигенази), матриксних металопротеїназ [114, 171,172, 173, 174]. Стверджують, що ПАРП-1 є транскрипційним коактиватором NF-kB та зв’язуючою ланкою між енергетичним метаболізмом і запаленням [64]. А взаємодія між PARP-1 та NF-kB сприяє виробництву прозапальних цитокінів [159]. В свою чергу, є дані про участь NF- kB в функціях матки за фізіологічних та патологічних умов. Так, активація цього транскрипційного фактору відбувається у верхньому і нижньому сегменті матки під час початку пологів і, можливо, є ключовою подією в пологах [104]. NF-kB збільшує експресію циклооксигенази-2, iNOS і генів скоротливого апарату [125]. Youe Li та ін. встановили, що К+ канали високої  Са2+-провідності регулюють скорочення міометрія, частково модулюючи ядерну транслокацію NF-kB [68]. Можливо, за умов імунізації БСА зі зміною експресії прозапальних NF-kB-залежних генів, коактиватором яких є фермент ПАРП, змінюється й скоротливість ОВ і ЦВ матки у мишей, що потребує подальшого детального з'ясування. Важливо зазначити, що цитокіни відіграють важливу роль у посиленій внутрішньоклітинній Ca2+-сигналізації, збільшенні фосфодіестеразної активності, біосинтезу простагландинів й модуляції експресії рецептора окситоцину в культивованому міометрії людини [53], що призводить до посилення збудливості клітини. Недавно встановлено, що рекомбінантні цитокіни ФНПα та IЛ-2 та цитокіноподібний пептид ЕМАР ІІе впливають на скоротливість міометрія та функціонування мітохондрій (аспартатного переносника та мембранного потенціалу). Аспартатний переносник є Са2+-незалежним, проте регулюється NO, величиною мітохондріального потенціалу, стероїдними гормонами [32]. 

Наші результати відносно посилення скоротливості матки узгоджуються з даними [32], отриманими за умов імуноопосередкованого запалення, викликаного імунізацією антигеном алогенного яєчника. Ми вважаємо, що при відтворенні імунокомплексемії амплітуда в ОВ зростає, принаймні частково, через посилення продукції цитокінів, тоді як зниження величини амплітуди при введенні 4-ГК може зумовлюватися зменшенням секреції цих молекул, оскільки інгібування ПАРП призводить до пригнічення NF-kB-опосередкованого синтезу прозапальних цитокінів.

Крім механізму, пов'язаного із NF-kB та цитокінами, у змінах скоротливості міометрія за умов інгібування ПАРП можуть бути задіяні мітохондрії. Так, показано, що тривале введення інгібіторів даного фермента збільшує чисельність мітохондрій та підвищує їх дихальну функцію. Пригнічення ПАРП може бути використане для лікування як генетичних, так і набутих порушень роботи скелетних м'язів, які пов'язані з мітохондріальними дисфункціями у мишей та у людини [169]. Оскільки мітохондрії відіграють важливу роль у контролюванні внутрішньоклітинних кальцієвих транзієнтів [11] і регуляції роботи пейсмекерних клітин [59], ми припускаємо, що за умов імунізації БСА через вплив ПАРП, цитокінів і функціонування мітохондрій відбувається зміна тривалості активного стану та частоти скорочень ЦВ матки у мишей. Те, що мітохондрії можуть приймати участь в функціонуванні міометрія, зокрема опосередковано через мітохондріальноу аргіназу ІІ [34, 141] і, таким чином, можуть регулювати загальне виробництво NO, ставить завдання необхідності подальшого вивчення ролі NO в скоротливості різних відділ матки. 


Отже, при імунізації мишей БСА у мишей встановлено, що блокатор ПАРП-1 зменшує рівень експресії ПАР у міометрії та кількість депозитів Ig в обох відділах (ОВ і ЦВ) матки. Вперше показано, що введення блокатора ПАРП-1 сприяє нормалізації параметрів скоротливості ОВ і ЦВ матки, змінених за умов імунізації: спостерігається зменшення величин амплітуди і частоти скорочень в ОВ та величин тривалості активного стану і частоти скорочень в ЦВ. Встановлено кореляційний зв'язок між величинами частоти скорочень та рівнем депозитів Ig (0,67, р<0,01) для ЦВ матки.

В останні роки збільшилася кількість даних про те, що NO може регулювати скоротливу активність міометрія через вплив на іонно-транспортні системи плазматичної мембрани, саркоплазматичного ретикулуму і мітохондрій, а саме на Са2+-транспортувальні системи. NO спричинює зростання проникності сарколеми для Са2+, стимулює пасивний транспорт катіона у міоцити крізь дигідропіридинчутливі канали, посилює транспорт протонів із міоцитів та стимулює Na+, K+-АТР-азу [11], а також може змінювати функціонування мітохондріальних переносників [34]. Одним із регуляторів кількості NO є фермент аргіназа. Відомо, що аргіназа шляхом гальмування утворення NO може впливати на процеси кровообігу [141]. Відомо, що кровопостачання міометрія впливає на його конрактильну активність. Оскільки існують відмінності в васкуляризації та кровопостачанні міометрія різних відділів матки [16], а NO є потужним регулятором стану судин, метою було оцінити участь аргіназного шляху метаболізму NO у скоротливості різних відділів матки у мишей. Для цього застосовували фармакологічний підхід – вплив блокатора аргінази ІІ L-норваліну. 


Інгібування аргінази ІІ за допомогою L-норваліну призводило до однонаправлених змін амплітуди, CVmax та RVmax міометрія у досліджуваних частинах матки, однак ці зміні у ЦВ були виражені значно сильніше. В той же час встановлено й специфічну реакцію частин матки на введення L-норваліну: ІС не зазнавав значних змін у ОВ, тоді як у ЦВ цей параметр істотно збільшувався. Так, у ОВ амплітуда зменшувалась в 1,78 рази (р<0,05), CVmax в 1,63 рази та RVmax в 1,78 рази (р<0,05 в обох випадках в порівнянні з контрольними тваринами). ІС статистично не змінився. У ЦВ амплітуда скорочень зменшилась в 2,41 рази (р<0,05); ІС в 2,5 рази (р<0,05); CVmax в 2,11 рази та RVmax в 2,14 рази (р<0,05 в обох випадках) у порівнянні із контрольною групою тварин. Параметри Т і ЧС, як у ОВ так і в ЦВ не змінювались за умов блокування аргінази ІІ. 
Отримані нами результати узгоджуються з даними літератури [35], згідно яких L-норвалін зменшував амплітуду скорочень в ОВ матки у мишей. Отримані дані про відмінність величини ІС різних відділів матки (ОВ vs ЦВ) за умови введення L-норваліну свідчать про різний пул NO в ОВ і ЦВ матки, що може бути розцінено як підтвердження їхньої автономності. Проте механізми дії NO на скоротливість міометрія залишаються не до кінця з'ясованими і потребують подальшого вияснення.


Відомо, що виробництво NO регулюється, поряд з іншими шляхами, мітохондріями за рахунок змін активності мітохондріальної аргінази ІІ [141]. Раніше було досліджено темпоральні особливості величин амплітуди скорочень міометрія миші в умовах дії інгібіторів мітохондріальних переносників, відкривання мітохондріальних пори, кальцієвого уніпортеру, аргіназ та NOS [34, 35]. Проте скоротливість міометрія, а тим паче різних його частин, за умов активування функцій мітохондрій на сьогодні – не досліджена.

Для подальших експериментів в даному напрямку нами використано препарат етилметилгідроксипіридин сукцинат (ГС, препарат «Мексидол»), який за даними літератури здатний активувати енергосинтезуючі функції мітохондрій [13]. Основними відомими ефектами ГС є активація енергосинтезуючих функцій мітохондрій, поліпшення енергетичного обміну клітини, стабілізація біологічних мембран, підвищення активності антиоксидантних ферментів, відповідальних за утворення і витрачання АФК, інгібування синтезу тромбоксану А, лейкотрієнів та посилення синтезу простацикліну, що сприяє поліпшенню ендотеліальної функції та ін. [13]. Ці ефекти препарату визначають його нейропротективну, антигіпоксичну, антиоксидантну і антистресорну дію. 
Електронно-мікроскопічний аналіз тканин міокарду у щурів показав, що додавання ГС в розчин для перфузії ізольованого серця за Лангердорфом призводить до збільшення середньої площі мітохондрій зі збереженням мембранних структур і матриксу, та збільшення середньої довжини саркомера [3]. Це вказує на енергізацію мітохондрій, поліпшення і збереження синтезу макроергічних з'єднань та підкреслює їх важливу участь у скороченні. Однак дані відносно впливу ГС на скоротливість матки відсутні, хоча даний препарат широко використовується у різних галузях медицини. Метою подальших досліджень було оцінити скоротливості ОВ і ЦВ за умов введення ГС.
Нами вперше встановлено, що ГС викликав зростання величин амплітуди у ОВ в 1,9 рази (р<0,05) та ІС в 2,2 рази (р<0,01), у ЦВ амплітуда зросла в 1,8  рази та ІС в 1,7 рази (р<0,01). ГС викликав статистично вірогідне зменшення частоти скорочень в ОВ на 46,3 % (р<0,001), а в ЦВ – на 24,1 % (р<0,01) та збільшував у ЦВ величину тривалості активного стану на 41,4 % (р<0,05) у порівнянні з контролем. Показники CVmax, RVmax за умов дії ГС статистично не змінювались в обох відділах матки. Отже, дія ГС на обидва досліджувані відділи матки була однонаправленою та подібною за величиною, за виключенням тривалості активного стану, який значуще збільшувався тільки у ЦВ. 

Таким чином, нами вперше показано, що ГС підвищує амплітуду, індекс скоротливості – в ОВ і ЦВ відділах матки, а також тривалість активного стану в останньому та зменшує частоту скорочень в обох відділах. Отримані нами дані доповнюють відомості про ефекти ГС. Так на кардіоміоцитах за допомогою електрофізіологічних досліджень встановлено, що при дії ГС спостерігається збільшення сили скорочень і поліпшення релаксації міофібрил [1, 4]. В наших дослідах в ОВ і ЦВ матки методом фазно-графічного аналізу показано зростання величин амплітуди та ІС, що може бути пояснене кількома механізмами, а саме покращенням енергетичного забезпечення скоротливого апарату, покращенням кровопостачання, змінами оксидантного статусу. Однак можлива також і роль NO. Проте участь цієї молекули в механізмі дії ГС на скоротливість міометрія матки – не встановлена і потребує детального вивчення. 
Відомо, що фізіологічна роль аргінази ІІ зумовлена її участю в численних метаболічних процесах у клітині. Даний ензим модулює імунну відповідь та належить до важливої ланки в розвитку багатьох патологічних станів організму, зокрема автоімунних захворювань [62, 141]. Показано, що протизапальні цитокіни IL-4, IL-10, IL-13 викликають підвищену експресію аргінази. Вважають, що високий рівень активності даного ферменту свідчить про гуморальну відповідь імунної системи на антиген. Експресія аргінази ІІ може бути індукована через циклічний АМФ або ІL-10. Причиною зростання активності аргінази можуть бути цитокіни ІL-4, IL-10, IL-13, ФНП-α, які виділяються Т-лімфоцитами і макрофагами у відповідь на хворобу, що розвивається [5,141]. Встановлено, що в умовах гіпертензії та ішемічно-реперфузійного пошкодження, інгібування активності аргінази призводить до підвищення продукції NO ендотелієм, а наявність аргінази в ендотеліальних клітинах служить в якості обмежувача доступності субстрату для NO. Співвідношення між двома альтернативними шляхами метаболізму L-аргініну – NO-синтазним та аргіназним – в значній мірі визначає здатність макрофагів стимулювати клітинні або гуморальні імунні реакції [5]. 

Нещодавно показано, що скоротливість міометрія різнонаправлено змінюється за умов експериментального імунного ушкодження яєчників та при одночасній модуляції балансу між NO-синтазним та аргіназним шляхами метаболізму NO: неспецифічному блокуванні NO синтаз, специфічному блокуванні iNOS та аргінази. Протягом вагітності, через зміну активності мітохондріальної аргінази і через регуляцію загального  виробництва NO, мітохондрії можуть бути залучені у зміні скоротливої активності міометрія [34]. Проте залишається не дослідженою скоротливість окремих частин міометрія (ОВ і ЦВ) при інгібуванні аргінази на моделі імунокомплексемії у мишей. Оскільки аргіназа ІІ відіграє важливу роль при імунних ушкодженнях, а співвідношення між двома альтернативними шляхами метаболізму L-аргініну – NO-синтазним та аргіназним – може бути визначальним для скоротливості матки за умов імунізації БСА, то далі наші експерименти були направлені на оцінку скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов відтворення системної імунокомплексемії та введення блокатора аргінази ІІ. Представляло інтерес визначити також вплив ГС, модулятора функцій мітохондрій, на параметри скоротливості матки, змінені у імунізованих мишей, як самого по собі, так і в сполученні з блокадою аргінази. 
Встановлено, що введення ГС на тлі імунізації БСА викликало зміну таких параметрів у ОВ матки: амплітуда зменшилась в  2,6 рази, ІС в 2,2 рази (р<0,01 в порівнянні з імунізованими мишами), CVmax в 1,9 рази та RVmax в 1,8 рази (р<0,05). У ЦВ матки встановлено зростання величин амплітуди в 1,2 рази та ІС в 1,3 рази (р<0,05), величини RVmax та CVmax статистично не змінювалась порівняно з імунізованими БСА тваринами. ГС за умов імунізації у ОВ викликав зменшення ЧС в 2,6 рази (р<0,01), величина Т статистично не змінилась. У ЦВ встановлено зростання величин Т в 2,2 рази (р<0,001) та зменшення ЧС в 2,0 рази порівняно з імунізованими БСА тваринами (р<0,05). 

Отримані нами результати розширюють відомості про ефекти ГС на скоротливість матки ОВ і ЦВ при експериментальному відтворенні ушкодження імунокомплексного генезу. За умов імунізації БСА введення ГС викликає різнонаправлені ефекти в міометрії: в ОВ матки спостерігається зниження величин амплітуди і ІС, у ЦВ навпаки – їх зростання. Можливо, дія ГС обумовлена специфікою участі мітохондріальних процесів у скоротливості різних відділів матки, в тому числі різною кількістю (пулом) NO. В оваріальному відділі матки ГС може пригнічувати iNOS, і таким чином, зменшувати показники скоротливості за умов імунізації БСА. В ЦВ ГС навпаки зумовлює підвищення параметрів скоротливості: амплітуди та ІС, що ймовірно пов’язане з іншими механізмами скоротливості даного відділу та іншими ефектами ГС. 

Нами встановлено, що за умов системної імунокомплексемії одночасне введення L-норваліну і ГС викликало зменшення величин амплітуди у ОВ в 3,4 рази (р<0,05), ІС в 2,8 рази (р<0,01), CVmax в 1,5 рази, RVmax в 1,7 рази та ЧС в 2,2 рази (р<0,05). У ЦВ матки встановлено, зменшення величин амплітуди в 1,8 рази, ІС в 1,9 рази (р<0,01), CVmax в 1,61 рази та RVmax в 1,5 рази (р<0,05), параметри Т та ЧС статистично не відрізнялись від таких величин у тварин імунізованих БСА. 

Отримані нами результати узгоджуються з даними літератури [32, 35], згідно яких імунне ушкодження яєчника (імунізація гомогенатом алогенних яєчників) збільшувало ІС, а введення L-норваліну зменшувало величини ІС в ОВ матки.

Введення блокатора аргінази ІІ на тлі імунізації БСА та введення ГС зумовлювало зниження амплітуди і ІС в обох відділах. Проте, отримані величини даних параметрів в ОВ наближалися до контролю, а у ЦВ були вищими і були близькими до значень, які спостерігались при дії тільки ГС. Ця різниця в змінах скоротливості за наведених експериментальних умов безперечно вказує на наявність функціональної регіоналізації матки, хоча процеси, що лежать в основі таких специфічних реакцій потребують подальшого вияснення. Важливо відмітити, що введення інгібітора аргінази на тлі імунізації та енергізації мітохондрій відміняло ефекти ГС на амплітуду, ІС та тривалість активного стану в ЦВ, тобто даний фермент був задіяний у встановлених змінах скоротливості цього відділу матки. В той же час інгібітор аргінази не впливав на скоротливість ОВ, що вказує на значно меншу роль NO, продукованого за аргіназним шляхом, у функціональній активності даного регіону матки за умов системної імунокомплексемії. 
Таким чином, оскільки ОВ і ЦВ матки проявляють специфічні реакції при інгібуванні одного з шляхів метаболізму NO за різних експериментальних умов, є підстави стверджувати що участь NO в регуляції скоротливості даних відділів може здійснюється по-різному.

Підсумовуючи вищенаведені дані, можна констатувати, що скоротливість ОВ і ЦВ матки змінюється за умов імунізації БСА і введенні блокатора ПАРП та блокатора аргінази ІІ. Результати проведених експериментів вказують на те, що імунне ушкодження тканини матки в значній мірі впливає на функціональний стан мітохондрій, а активація даних органел за умов введення ГС може в різних відділах по різному модулювати метаболізм NO. Це, поряд із іншими механізмами, може визначати особливості скоротливості міометрія. 

Отримані і представленні дані дають підстави сформулювати наступне положення: особливості скоротливості ОВ і ЦВ матки за умов імунізації БСА в значній мірі зумовлені змінами активності ферменту ПАРП, функціонального стану мітохондрій, а також пов’язані з NF-kB і NO. 

6.3. Вплив НЧЗ на  параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки у мишей за різних експериментальних умов

Відомо, що нанотехнології на сучасному етапі починають займати особливе місце в науково-практичній діяльності людини. Досягнення нанобіотехнологій позначилися на розвитку медицини та ветеринарії, де наноматеріали вже набувають широкого застосування в лікуванні та діагностиці захворювань різної етіології [79], а також як засоби цільового доставлення лікарських засобів [158]. 

Перспективними напрямками нанофармакології є застосування нанопрепаратів як субстанції для нових лікарських засобів, переносників лікарських засобів, а також в утворенні комплексів із вже існуючими медикаментами для більш глибокого їх проникнення і, як наслідок, швидшої, більш інтенсивної та тривалішої дії [26]. Найперспективнішими в цьому аспекті є наночастинки металів [79, 156], зокрема наночастинки заліза.

Нанозалізо – це загальне поняття, яке охоплює матеріали з нанометровими лінійними розмірами на основі заліза: наночастинки нуль-валентого заліза, або наночастинки Fe0 (zero-valent iron nanoparticles, НЧЗ), наночастинки оксиду заліза або суперпарамагнітні наночастинки оксиду заліза, композитні наноматеріали. 

Особливі фізико-хімічні властивості, такі як, малий розмір, велика площа поверхні, заряд, структура, різноманітність форм не тільки відкри​вають нові перспективи для виготовлення нових матеріалів і застосування їх у різних галузях госпо​дарства, але й створюють нові ризики для людини та довкілля [38]. Наночастинки Fe0 на сьогодні досліджені недостатньо, тому актуальним стає вивчення їх властивостей і оцінка впливу таких наночастинок. Дані про вплив наночастинок Fe0 на репродуктивну функції людини, а саме на скоротливість міометрія матки, на сьогодні – відсутні. 
Ми застосовували наночастинки Fe0 сферичної форми середнього розміру 40 нм із 100% вмістом заліза у складі частинки. Нами встановлено, що внутрішньовенне введення НЧЗ раз на тиждень протягом шести тижнів в дозі 1,68 мг/кг не викликає статистично вірогідних змін параметрів скоротливості матки (величин амплітуди, ІС, Т, CVmax, RVmax та ЧС) у порівнянні з таким величинами у контрольних тварин. 

Отримані результати узгоджуються з даними про те, що вплив НЧЗ залежить від способу введення, кратності і дози [63] та форми [211]. Отже, вперше показано, що  шестикратне внутрішньовенне введення НЧЗ в дозі 1,68 мг/кг не викликає статистично вірогідних змін параметрів скоротливості ОВ і ЦВ у мишей.
Наступні дослідження були скеровані на з'ясування  впливу  НЧЗ на параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки у тварин за умов їх імунізації БСА та експериментальної ЗА.
Відомо, що імунні розлади часто супроводжуються залізодефіцитними станами [9]. Це пов’язано з надлишковою продукцією прозапальних цитокінів, і насамперед ФНО-α, що зумовлює пригнічення продукції ендогенного еритропоетину. Гіперпродукція прозапальних цитокінів може бути викликана вагітністю, оскільки плацента в умовах гіпоксії продукує прозапальні цитокіни та супутніми хронічними захворюваннями (хронічні інфекції, ревматоїдний артрит та ін.) [37]. 

Всесвітня організація охорони здоров’я відносить залізодефіцитний стан та ЗА до десяти основних факторів ризику, які підвищують захворюваність і смертність населення [215]. Виходячи з вище викладеного виникає проблема дослідження та лікування змін функціонального стану органів репродуктивної системи. Вивчення протианемійних властивостей НЧЗ є актуальним завданням для високоефективної терапії анемійних станів та нормалізації функціонування матки. Проте не встановлено, чи є доцільним використання наночастинок нуль-валентного заліза при залізодефіцитних станах і як вони впливають на скоротливість ОВ і ЦВ матки у мишей.
Попередніми дослідженнями нами було показано, що за умов експериментальної ЗА відбувається зменшення величин амплітуди, ІС, швидкості скорочення та розслаблення, тривалості активного стану, як у ОВ так і в ЦВ матки у порівнянні з контрольними тваринами, проте ЧС не змінювалась в обох відділах матки (розділ 3).

Ми встановили, що п’ятикратне внутрішньовенне введення НЧЗ через день протягом десяти днів в ОВ матки зумовлювало зростання амплітуди скорочень в 1,6 рази (р<0,05), ІС в 1,7 рази (р<0,01), величини Т, CVmax, RVmax, ЧС статистично не змінювались у порівняні з тваринами, у яких моделювали ЗА. У ЦВ за даних експериментальних умов спостерігалося зростання амплітуди в 1,9 рази (р<0,01), ІС в 2,1 рази (р<0,05), Т в 1,4 рази (р<0,05) величини CVmax, RVmax, ЧС теж статистично не змінювались у порівняні з тваринами, у яких моделювали ЗА.
В ОВ матки за умов десятикратного щоденного перорального введення НЧЗ амплітуда скорочень зросла в 1,6 рази, ІС в 1,9 рази (р<0,05), Т в 1,5 рази (р<0,05), параметри CVmax, RVmax, ЧС не змінились. У ЦВ спостерігалось підвищення параметру ІС в 1,6 рази (р<0,05), зміни амплітуди, CVmax, RVmax, ЧС та Т не були статично вірогідними у порівнянні з середніми величинами тварин з ЗА.

Отримані дані узгоджуються з даними про те, що НЧЗ впливають на скоротливість гладеньких м’язів [201]. Проте у наших експериментах за умов ЗА НЧЗ викликають зростання скоротливості. Такий ефект НЧЗ може бути пояснений іншими способами введення (пероральним) та іншою концентрацію, що визначає дію наноматеріалів [167], а також поліфункціональністю НЧЗ за різних умов.

На сьогодні активно вивчають механізми дії різних типів наночастинок Fe0 та оксидів заліза. Так, за умов in vitrо показано, що під впливом наночастинок Fe0 та продуктів їхнього окиснення (Fe2+ та Fe3+) відбувається утворення АФК й окисне пошкодження епітеліальних клітин бронхів у людини [65]. У дослідженні характеру впливу часткового окиснення («старіння») та модифікації поверхні наночастинок Fe0 на потенційну нейротоксичність за умов in vitro на культурах клітин мікроглії (BV2) і нейронів (N27) гризунів встановлено, що часткове або повне окиснення наночастинок Fe0 призводить до пониження їхньої окисно-відновної активності, що ймовірно понижує токсичність відносно клітинних культур ссавців. Крім того, наночастинки Fe0  понижують вміст АТФ у нейронах. При цьому в клітинах мікроглії спостерігали набухання мітохондрій, прояви апоптозу, а в нейронах – перинуклеарні включення та гранульованість цитоплазми [167]. Автори зазначають виражену залежність особливостей біологічної дії досліджених наночастинок від їх фізико-хімічних властивостей, таких як розмір, заряд поверхні, наявність та тип модифікаторів поверхні тощо [164, 167].

Припускають, що НОЗ потрапивши в клітини, зазнають ферментативної деградації в кислому середовищі лізосом. Далі вивільнені іони заліза реагують з пероксидом водню. Це індукує утворення АФК та  гідроксильних радикалів в реакції Фентона.  АФК додатково викликають в клітині запалення, пошкоджуючи функціонування мітохондрій і в кінцевому рахунку зумовлюють апоптоз. При цьому при дії НОЗ відбувається  зміна  мітохондріального потенціалу [129].
Цікаво, що наночастинки Fe3O4 розміром 35 нм при семикратному внутрішньоочеревинному введенні в дозі 40 мг/кг мишам викликають порушення антиоксидантно-прооксидантної рівноваги в тканинах печінки й нирок, на користь чого свідчить зростання рівня маркерів оксидативного стресу [132]. 

Показано, що наночастинки Fe0 через здатність знижувати вміст кисню та стимулювати утворення вільних радикалів шляхом окиснення металічного заліза (Fe0) до Fe2+ та Fe3+можуть викликати порушення життєдіяльності фауни ґрунтів і водойм [132]. Таким чином, існуючі відомості щодо утворення вільних радикалів шляхом окиснення металічного заліза ставлять завдання вивчити чи бере участь оксид азоту в дії наночастинок Fe0. 

Нами вперше показано, що п’ятикратне внутрішньовенне та десятикратне пероральне введення субстанції НЧЗ Fe0 тваринам з експериментальною ЗА покращує параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки у мишей. Слід відмітити, що скоротливість досліджуваних відділів по-різному змінювалася у відповідь на введення НЧЗ. П’ятикратне внутрішньовенне введення НЧЗ викликало більш позитивний вплив на параметри скоротливості ЦВ матки – спостерігалося зростання амплітуди, ІС та Т, у ОВ – лише амплітуда і ІС. Десятикратне пероральне введення НЧЗ мало більш позитивний ефект на ОВ – зростали реєструючи параметри амплітуди, ІС та Т, а у ЦВ лише ІС. 
Відомо, що НОЗ, зокрема, магнетиту (Fe3O4), стимулюють обмін заліза в організмі та посилюють еритропоез. Це є підґрунтям вивчення та клінічного застосування «Ферумокситолу» (Ferumoxytol) – першого ін’єкційного лікарського засобу, який містить НОЗ та призначається для лікування ЗА в дорослих пацієнтів із хронічною хворобою нирок [147]. Але не дивлячись на ефективність «Ферумокситолу», продемонстровану в клінічних випробуваннях, питання безпечності цього нанопрепарату остаточно не вирішене [166]. Механізм дії препарату пояснюється вивільненням із нанооксиду заліза іонів заліза і включенням його у гемоглобін еритроцитів [147].

В наших дослідах п'ятикратне та десятикратне пероральне введення НЧЗ тваринам із експериментальною ЗА призводило до нормалізації досліджуваних маркерних показників крові до рівня відповідних значень у контрольних умовно-здорових тварин. Це дає підстави стверджувати, що введена субстанція НЧЗ володіє протианемічними властивостями і ставить завдання порівняти ефективність її застосування із ефективністю протианемічних засобів. Як препарат порівняння нами було обрано «Ферум Лек», який широко використовується для лікування залізодефіцитних станів. «Ферум Лек» містить Fe3+ у вигляді комплексної сполуки гідроксиду заліза (ІІІ) з полімальтозою. Структура комплексу подібна за будовою до феритину, який є природним депо заліза, що містяться в організмі. Завдяки цьому залізо (III) з даного комплексу всмоктується за допомогою процесу активної абсорбції. Не встановлено як впливає введення препарату «Ферум Лек» на скоротливість матки за умов експериментальної ЗА.

Нами встановлено, що у ОВ матки за умов перорального десятикратного введення препарату «Феррум Лек» амплітуда зросла в 1,5 рази (р<0,05), ІС в 1,6 рази (р<0,01), параметри CVmax, RVmax, ЧС та Т статистично не змінювались в порівнянні з середніми величинами тварин з залізодефіцитною анемією. У ЦВ матки спостерігалось зростання лише ІС в 1,6 рази (р<0,05), зміна інших параметрів не була статистично вірогідна в порівнянні з величинами у тварин, у яких моделювали ЗА. 

Отримані нами дані розширюють  відомості про вплив препарату «Феррум Лек» на скоротливість матки за умов експериментальній ЗА. Нами вперше встановлено, що десятикратне пероральне введення препарату «Феррум Лек» мишам із експериментальною ЗА зумовлює зростання ІС в обох відділах матки та амплітуди лише в ОВ. 

Отже, вперше встановлено, що за умов експериментальної ЗА п’ятикратне внутрішньовенне введення субстанції НЧЗ викликає зростання величин амплітуди, ІС в ОВ та ЦВ та Т лише в ЦВ. Десятикратне пероральне введення НЧЗ зумовлює зростання амплітуди, ІС та тривалості активного стану у ОВ і лише ІС у ЦВ матки за умов експериментальної ЗА. Введення препарату «Феррум Лек» (10-кратне пероральне) зумовлює зростання ІС в обох відділах матки та амплітуди лише у ОВ. Таким чином, введення субстанції НЧЗ за умов експериментальної ЗА є більш ефективним, ніж препарату «Феррум Лек». Пероральне введення чинить більший ефективний вплив на ОВ матки, а внутрішньовенне на ЦВ міометрія. 

Ми вважаємо, що зміни скоротливості ОВ і ЦВ міометрія за умов дії НЧЗ зумовлені зміною функціонального стану мітохондрій та виділенням АФК, а також можливо участю NO, який здатний регулювати іонно-транспортні системи в міометрії. 
Оскільки, залізодефіцитні стани частіше зустрічаються у жінок із імунними розлади, далі було досліджено вплив НЧЗ на скоротливість міометрія матки за умов експериментальної імунокомплексемії. Встановлено, що за умов імунізації БСА ведення НЧЗ Fe0 зумовлювало в ОВ матки зменшення величин амплітуди в 4,3 рази (р<0,001), ІС в 4,5 рази (р<0,001), ЧС на 19,3 % (р<0,05), у порівнянні з такими величинами у тварин імунізованих БСА. За таких умов досліду у ЦВ відбувається зменшення величин амплітуди в 8,9 разів (р<0,001), ІС в 8,7 разів (р<0,001), ЧС в 1,6 рази (р<0,001) у порівнянні з такими величинами за умов імунізації БСА. Не встановлено вірогідного впливу введення НЧЗ на величину Т, як у ОВ так і в ЦВ матки.

При імунізації БСА показано, що введення НЧЗ викликає зниження параметрів амплітуди у ОВ у порівнянні зі значеннями у контрольних тварин в 1,6 рази та ЧС в 1,5 рази (р<0,05). У ЦВ спостерігається зниження амплітуди в 3,2 рази (р<0,001) та ІС в 2,2 рази (р<0,01) у порівняння з контрольними тваринами. 
Отримані нами дані доповнюють і розширюють відомості про вплив НЧЗ на організм ссавців та узгоджуються з даними про те, що НЧЗ викликають  пригнічення скоротливості гладеньких м’язів. Так, недавно встановлено, що після внутрішньовенної ін’єкції мишам наночастинок g-Fe2O3 у дозі 10 мг/кг відбувається пригнічення скоротливості м'язів мезентеріальних артерій [201]. 

Ефект НЧЗ може бути зумовлений його унікальними фізико-хімічними та біологічними властивостями.  Відомо, що залізо належить до феромагнетиків з великою магнітною проникністю та магнітною сприйнятливістю, що проявляють явище гістерезису та здатні намагнічуватися і посилювати магнітний потік поля[134]. 

Крім того, чим більше макроскопічне залізо подрібнене, тим більшою стає площа його поверхні і тим більше воно схильне до окиснення з утворенням оксидів заліза [44]. За умов імунізації БСА у мишей відбувається зростання здатності нейтрофілів до кисневозалежного метаболізму та зростає індекс активації нейтрофілів, що пов'язано з утворенням АФК. Це може викликати активне окислення НЧЗ і утворення наночастинок оксиду заліза. Взаємодіючи з молекулярним киснем, оксид заліза (ІІ) утворює високоактивні вільні радикали, які можуть пошкоджувати клітини і субклітинні структури [90]. Слід відмітити, що НЧЗ мають також підвищену хімічну реактивність [30 121], тому здатні виступати в ролі ефективного кофактора в контрольованих окисно-відновних реакціях. 

Проникаючи через мембрани клітин, НЧЗ можуть безпосередньо взаємодіяти з ДНК, сприяти розвитку оксидативного стресу та хронічного запалення, виснаженню антиоксидантної системи, що  призводить до додаткового пошкодження генетичного матеріалу та зниження репарації ДНК внаслідок збільшення її метилювання [151]. Зростання рівнів супероксидних радикалів сприяє утворенню їх високореактивних метаболітів, викликає перекисне окиснення ліпідів у клітинах, а також активізує специфічні шляхи внутрішньоклітинної передачі сигналу, включаючи протеїнкінази та ядерний фактор NF-kB [44, 151]. Можливо, всі ці процеси більш інтенсивніше активуються уже при розвитку запалення в організмі, що можливо посилює токсичний ефект НЧЗ. Механізми дії наностуктурованих матеріалів потребують подальшого вивчення.
Цікаво, що наночастинки заліза завдяки магнітних властивостей здатні утворювати агрегати, що визначає їх токсичність. Більш високі концентрації можуть давати більш високу агрегацію НЧЗ, тим самим зменшуючи їх реакційну здатність і їх антимікробну дію. Крім того, збільшення часу дії призводить до підвищення окислення наночастинок, що в кінцевому результаті, знижує їх реактивність [151]. Ймовірно, за умов імунізації БСА введення наночастинок нуль-валентного заліза призводило до утворенням агрегатів із БСА, що могло також бути додатковим чинником порушення кровопостачання матки і як наслідок викликати пригнічення скоротливості ОВ і ЦВ матки. Таким чином, наночастинки нуль-валентного заліза за умов імунізації БСА та експериментальної ЗА викликають різні ефекти скоротливості ОВ та ЦВ матки у самок мишей. 

Отже, вперше показано, шестикратне внутрішньовенне введення НЧЗ Fe0 в дозі 1,68 мг/кг не викликає статистично вірогідних змін параметрів скоротливості ОВ і ЦВ у мишей. Введення НЧЗ викликає підвищення і нормалізацію параметрів скоротливості ОВ і ЦВ за умов експериментальної ЗА. Проте,  при імунізації БСА введення НЧЗ пригнічує скоротливість матки, особливо ЦВ міометрія. Отже, досліджувані НЧЗ Fe0 є біобезпечною субстанцією і можуть бути рекомендовані, як протианемічний препарат для нормалізації параметрів скоротливості матки. Проте за супутніх розладів організму, зокрема  імунного ґенезу можуть мати токсичний вплив на скорочувальну функцію ОВ і ЦВ матки.
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі, відповідно до поставленої мети наведено теоретичне узагальнення та подано нове вирішення наукового завдання в розкритті особливостей скоротливості ОВ і ЦВ матки. Встановлено різний характер змін скоротливої функції ОВ і ЦВ міометрія за умов експериментальної імунокомплексемії та залізодефіцитної анемії, а також запропоновані експериментально обґрунтовані методи корекції скорочувальної функції міометрія матки. У відповідності до сформульованих завдань і отриманих результатів дослідження зроблені наступні висновки: 

1.Скоротливість оваріального і цервікального відділів матки мишей визначається такими особливостями: величини амплітуди на 38,5 %, індексу скоротливості на 38,9 %, швидкості скорочення на 44,9 % та швидкості розслаблення на 47,4 % є вищими у ЦВ, а тривалості активного стану та частоти скорочень на 17,4% і 42,5% – у ОВ матки.

2. Встановлено, що за умов експериментальної імунокомплексемії, яку викликали  імунізацією мишей БСА, відбувається підвищення величин параметрів скоротливості ОВ і ЦВ матки. 

3. Експериментальна залізодефіцитна анемія викликає зменшення досліджуваних параметрів скоротливої активності міометрія обох відділів матки, окрім частоти скорочень, яка була вищою у ОВ.

4. За умов експериментальної імунокомплексемії введення блокатора ферменту полі(АДФ-рибозо)полімерази, 4-гідроксиквіназоліну, призводить до зменшення амплітуди на 30,4 %, частоти скорочень на 19,6 % у ОВ та зростання тривалості активного стану на 42,7 % і зменшення частоти скорочень на 27,3 % у ЦВ міометрія. За умов імунізації БСА зміна функціонального стану мітохондрій викликає зміну скоротливості ОВ і ЦВ матки: у ОВ – зменшує амплітуду та індекс скоротливості, а у ЦВ – викликає їх зростання.

5. Ведення субстанції наночастинок нуль-валентного заліза за умов імунізації БСА викликає зменшення амплітуди та індексу скоротливості досліджуваних відділів, а за умов експериментальної залізодефіцитної анемії − підвищує параметри скоротливості ОВ і ЦВ матки.

6. Досліджені наночастинки нуль-валентного заліза є біобезпечною субстанцією, яка має протективний ефект на скоротливість міометрія при використанні за умов експериментальної залізодефіцитної анемії, проте при розладах імунного генезу проявляють пригнічуючу дію. 

7. Досліджено особливості функціональної активності ОВ і ЦВ матки у мишей як за фізіологічних умов, так і при надмірному посиленні скоротливості (імунізація БСА) або її пригніченні (експериментальна залізодефіцитна анемія). За умов експериментальної імунокомплексемії зміни скоротливості зумовлені змінами активності ферменту полі(АДФ-рибозо)полімерази і функціонального стану мітохондрій та пов’язані з NF-kB і NO. Скоротливість ЦВ зазнає більш виражених змін за досліджуваних експериментальних умов, порівняно з ОВ міометрія. Аргіназа ІІ за умов імунізації БСА задіяна в змінах скоротливості ЦВ, в той же час скоротливість ОВ менше залежить від NO, продукованого за аргіназним шляхом. 
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контроль

																		Вн/вен 5-кратне введення FeNP

								Контроль														Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

						Cervical section												1		0.8		0.1		0.05		1.6		7.0		0.05

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				2		1.2		0.15		0.07		2.5714285714		6.0		0.045

		1		1.5		0.4		0.3		2		7.5		0.032				3		0.9		0.2		0.12		1.5		5.0		0.03

		2		1.4		0.3		0.2		2.1		6		0.041				4		0.7		0.15		0.1		1.05		8.0		0.03

		3		1.9		0.3		0.15		3.8		7		0.033				Сер.знач.		0.9		0.15		0.085		1.6803571429		6.5		0.03875

		4		1.1		0.5		0.3		1.8333333333		10		0.027				Станд.похибка		0.2160246899		0.040824829		0.0310912635		0.640402058		1.2909944487		0.0103077641

		Сер.знач.		1.475		0.375		0.2375		2.4333333333		7.625		0.03325								Ovarial section

		Станд.похибка		0.3304037934		0.0957427108		0.075		0.9177266599		1.7017148214		0.0057951129						F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.5		0.1		0.05		1		4		0.034

						Ovarial section												2		0.8		0.15		0.1		1.2		5		0.08

				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС				3		0.6		0.1		0.07		0.8571428571		6		0.05

		1		0.9		0.28		0.17		1.4823529412		11.7		0.045				4		0.8		0.17		0.1		1.36		6		0.03

		2		1.2		0.5		0.3		2		13		0.046				Сер.знач.		0.675		0.13		0.08		1.1042857143		5.25		0.0485

		3		0.8		0.36		0.24		1.2		10		0.052				Станд.похибка		0.15		0.0355902608		0.0244948974		0.2209872715		0.9574271078		0.0227082951

		4		0.7		0.26		0.15		1.2133333333		12		0.038

		Сер.знач.		0.9		0.35		0.215		1.4739215686		11.675		0.04525						Перитоніальне 10-кратне введення FeNP

		Станд.похибка		0.2160246899		0.1089342309		0.068556546		0.3740627657		1.2473304828		0.0057373048								Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.8		0.2		0.1		1.6		6		0.07

						Анемія												2		0.75		0.2		0.1		1.5		4		0.05

																		3		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		4		0.03

						Cervical section												4		0.7		0.2		0.1		1.4		5		0.03

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Сер.знач.		0.6625		0.1875		0.0925		1.3392857143		4.75		0.045

		1		0.4		0.1		0.05		0.8		5		0.025				Станд.похибка		0.1796988221		0.025		0.015		0.3316368393		0.9574271078		0.0191485422

		2		0.5		0.08		0.05		0.8		4		0.034								Ovarial section

		3		0.6		0.15		0.1		0.9		6		0.027						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		4		0.42		0.1		0.06		0.7		4		0.028				1		0.8		0.1		0.05		1.6		5		0.027

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285				2		0.5		0.15		0.1		0.75		6		0.025

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833				3		0.7		0.12		0.05		1.68		7		0.035

																		4		0.6		0.17		0.1		1.02		7		0.03

						Ovarial section												Сер.знач.		0.65		0.135		0.075		1.2625		6.25		0.02925

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Станд.похибка		0.1290994449		0.0310912635		0.0288675135		0.4508048358		0.9574271078		0.0043493295

		1		0.35		0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2		0.25		0.08		0.04		0.5		5		0.06								"Феррум-лек"

		3		0.5		0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05								Cervical section

		4		0.5		0.15		0.1		0.75		4		0.038						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485				1		0.8		0.1		0.05		1.6		6.0		0.053

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485				2		0.6		0.15		0.07		1.2857142857		5.0		0.028

																		3		0.4		0.1		0.05		0.8		7.0		0.025

																		4		0.7		0.2		0.1		1.4		4.0		0.021

																		Сер.знач.		0.625		0.1375		0.0675		1.2714285714		5.5		0.03175

																		Станд.похибка		0.1707825128		0.0478713554		0.0236290781		0.3400680204		1.2909944487		0.0144539499

																						Ovarial section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

																		1		0.7		0.08		0.05		1.12		5		0.05

																		2		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		6		0.03
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																		Станд.похибка		0.1290994449		0.0340342964		0.01		0.1546028487		0.9574271078		0.0111168041
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		Амплітуда ЦВ		Контроль		Анемія		5 вн/вен		10 перорал		Феррум-лек				Table Analyzed		Data 1

		Number of values		8		8		8		8		8

																One-way analysis of variance

		Minimum		1,100		0,4000		0,7000		0,4000		0,4000				P value		< 0.0001

		25% Percentile		1,175		0,4050		0,7250		0,4750		0,4500				P value summary		***

		Median		1,450		0,4600		0,8500		0,7250		0,6500				Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

		75% Percentile		1,800		0,5750		1,125		0,7875		0,7750				Number of groups		5

		Maximum		1,900		0,6000		1,200		0,8000		0,8000				F		31,73

																R squared		0,7839

		Mean		1,475		0,4800		0,9000		0,6625		0,6250

		Std. Deviation		0,3059		0,08418		0,2000		0,1664		0,1581				Bartlett's test for equal variances

		Std. Error		0,1082		0,02976		0,07071		0,05882		0,05590				Bartlett's statistic (corrected)		10,26

																P value		0,0362

		Lower 95% CI of mean		1,219		0,4096		0,7328		0,5234		0,4928				P value summary		*

		Upper 95% CI of mean		1,731		0,5504		1,067		0,8016		0,7572				Do the variances differ signif. (P < 0.05)		Yes

		KS normality test														ANOVA Table		SS		df		MS

		KS distance		0,2174		0,2620		0,2500		0,3392		0,1872				Treatment (between columns)		4,908		4		1,227

		P value		> 0.10		> 0.10		> 0.10		0,0072		> 0.10				Residual (within columns)		1,353		35		0,03867

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				Total		6,261		39

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

																Tukey's Multiple Comparison Test		Mean Diff.		q		Significant? P < 0.05?		Summary		95% CI of diff

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test														Контроль vs Анемія		0,9950		14,31		Yes		***		0.7120 to 1.278

		K2		0,3816		1,659		1,459		2,649		0,9638				Контроль vs 5-вн/вен		0,5750		8,271		Yes		***		0.2920 to 0.8580

		P value		0,8263		0,4362		0,4823		0,2659		0,6176				Контроль vs 10 пероральне		0,8125		11,69		Yes		***		0.5295 to 1.095

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes				Контроль vs Феррум-лек		0,8500		12,23		Yes		***		0.5670 to 1.133

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns				Анемія vs 5-вн/вен		-0,4200		6,041		Yes		**		-0.7030 to -0.1370

																Анемія vs 10 пероральне		-0,1825		2,625		No		ns		-0.4655 to 0.1005

		Shapiro-Wilk normality test														Анемія vs Феррум-лек		-0,1450		2,086		No		ns		-0.4280 to 0.1380

		W		0,8824		0,8292		0,8361		0,7458		0,8768				5-вн/вен vs 10 пероральне		0,2375		3,416		No		ns		-0.04549 to 0.5205

		P value		0,1986		0,0582		0,0686		0,0073		0,1753				5-вн/вен vs Феррум-лек		0,2750		3,956		No		ns		-0.007992 to 0.5580

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				10 пероральне vs Феррум-лек		0,03750		0,5394		No		ns		-0.2455 to 0.3205

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

		Sum		11,80		3,840		7,200		5,300		5,000

		Амплітуда ОВ

		Number of values		8		8		8		8		8				Table Analyzed		Data 1

		Minimum		0,7000		0,2500		0,5000		0,5000		0,4000				Kruskal-Wallis test

		25% Percentile		0,7250		0,2750		0,5250		0,5250		0,4500				P value		0,0002

		Median		0,8500		0,4250		0,7000		0,6500		0,6500				Exact or approximate P value?		Gaussian Approximation

		75% Percentile		1,125		0,5000		0,8000		0,7750		0,7750				P value summary		***

		Maximum		1,200		0,5000		0,8000		0,8000		0,8000				Do the medians vary signif. (P < 0.05)		Yes

																Number of groups		5

		Mean		0,9000		0,4000		0,6750		0,6500		0,6250				Kruskal-Wallis statistic		21,64

		Std. Deviation		0,2000		0,1134		0,1389		0,1195		0,1581

		Std. Error		0,07071		0,04009		0,04910		0,04226		0,05590				Dunn's Multiple Comparison Test		Difference in rank sum		Significant? P < 0.05?		Summary

																Контроль vs Анемія		26,50		Yes		***

		Lower 95% CI of mean		0,7328		0,3052		0,5589		0,5501		0,4928				Контроль vs 5-вн/вен		10,25		No		ns

		Upper 95% CI of mean		1,067		0,4948		0,7911		0,7499		0,7572				Контроль vs 10 пероральне		12,25		No		ns

																Контроль vs Феррум-лек		13,50		No		ns

		KS normality test														Анемія vs 5-вн/вен		-16,25		Yes		*

		KS distance		0,2500		0,3111		0,3159		0,1621		0,1872				Анемія vs 10 пероральне		-14,25		No		ns

		P value		> 0.10		0,0219		0,0182		> 0.10		> 0.10				Анемія vs Феррум-лек		-13,00		No		ns

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes				5-вн/вен vs 10 пероральне		2,000		No		ns

		P value summary		ns		*		*		ns		ns				5-вн/вен vs Феррум-лек		3,250		No		ns

																10 пероральне vs Феррум-лек		1,250		No		ns

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test

		K2		1,459		3,004		4,155		1,177		0,9638

		P value		0,4823		0,2227		0,1252		0,5550		0,6176

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns

		Shapiro-Wilk normality test

		W		0,8361		0,7807		0,7715		0,8974		0,8768

		P value		0,0686		0,0177		0,0141		0,2738		0,1753

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes

		P value summary		ns		*		*		ns		ns





		Амплітуда														ІС

				ОВ		ЦВ												ОВ		ЦВ

		Контроль		0.9		1.48										Контроль		1.46		2.5

		ЗА		0.4		0.48										ЗА		0.65		0.8
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																																								Частота скорочень

										Table Analyzed		Data 1								Індекс скоротливості								Table Analyzed		Data 1										Table Analyzed		Data 1

										Column A		ОВ								ОВ		ЦВ						Column A		ОВ										Column A		ОВ

		Амплітуда								vs		vs								0.7		0.8						vs		vs										vs		vs

				ОВ		ЦВ				Column B		ЦВ								0.5		0.8						Column B		ЦВ										Column B		ЦВ

				0.35		0.4														0.6666667		0.9

				0.25		0.5				Unpaired t test										0.75		0.7						Unpaired t test												Unpaired t test

				0.5		0.6				P value		0,3346								Індекс скоротливості								P value		0,0751										P value		0,0069

				0.5		0.42				P value summary		ns										Контроль		ЗА				P value summary		ns										P value summary		**

		Амплітуда								Are means signif. different? (P < 0.05)		No								ОВ		1.5		0.65				Are means signif. different? (P < 0.05)		No										Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

				Контроль		ЗА				One- or two-tailed P value?		Two-tailed								ЦВ		2.4		0.8				One- or two-tailed P value?		Two-tailed										One- or two-tailed P value?		Two-tailed

		ОВ		1		0.4				t, df		t=1.049 df=6																t, df		t=2.150 df=6										t, df		t=4.027 df=6

		ЦВ		1.5		0.48

										How big is the difference?																		How big is the difference?												How big is the difference?

										Mean ± SEM of column A		0.4000 ± 0.06124 N=4																Mean ± SEM of column A		0.6542 ± 0.05417 N=4										Mean ± SEM of column A		0.0285 ± 0.001936 N=4

										Mean ± SEM of column B		0.4800 ± 0.04546 N=4																Mean ± SEM of column B		0.8000 ± 0.04082 N=4										Mean ± SEM of column B		0.0485 ± 0.004573 N=4

										Difference between means		-0.08000 ± 0.07627																Difference between means		-0.1458 ± 0.06783										Difference between means		-0.0200 ± 0.004967

										95% confidence interval		-0.2666 to 0.1066																95% confidence interval		-0.3118 to 0.02014										95% confidence interval		-0.03215 to -0.007847

										R squared		0,1550																R squared		0,4352										R squared		0,7299

										F test to compare variances																		F test to compare variances												F test to compare variances

										F,DFn, Dfd		1.815, 3, 3																F,DFn, Dfd		1.760, 3, 3										F,DFn, Dfd		5.578, 3, 3

						Анемія				P value		0,6367																P value		0,6537										P value		0,1918

										P value summary		ns																P value summary		ns										P value summary		ns

						Cervical section				Are variances significantly different?		No																Are variances significantly different?		No										Are variances significantly different?		No

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.8		5		0.025

		2				0.08		0.05		0.8		4		0.034								Швидкість скорочення								Швидкість розслаблення								Тривалість активного стану										Частота скорочень

		3				0.15		0.1		0.9		6		0.027								Контроль		ЗА						Контроль		ЗА						Контроль		ЗА								Контроль		ЗА

		4				0.1		0.06		0.7		4		0.028						ОВ		0.3		0.11				ОВ		0.2		0.065				ОВ		11.6		4.75						ОВ		0.045		0.048

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285						ЦВ		0.37		0.1				ЦВ		0.25		0.062				ЦВ		7.8		4.25						ЦВ		0.033		0.027

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833

						Ovarial section

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2				0.08		0.04		0.5		5		0.06

		3				0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05

		4				0.15		0.1		0.75		4		0.038

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485
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Диаграмма1

		ОВ		ОВ

		ЦВ		ЦВ
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контроль

																		Вн/вен 5-кратне введення FeNP

								Контроль														Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

						Cervical section												1		0.8		0.1		0.05		1.6		7.0		0.05

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				2		1.2		0.15		0.07		2.5714285714		6.0		0.045

		1		1.5		0.4		0.3		2		7.5		0.032				3		0.9		0.2		0.12		1.5		5.0		0.03

		2		1.4		0.3		0.2		2.1		6		0.041				4		0.7		0.15		0.1		1.05		8.0		0.03

		3		1.9		0.3		0.15		3.8		7		0.033				Сер.знач.		0.9		0.15		0.085		1.6803571429		6.5		0.03875

		4		1.1		0.5		0.3		1.8333333333		10		0.027				Станд.похибка		0.2160246899		0.040824829		0.0310912635		0.640402058		1.2909944487		0.0103077641

		Сер.знач.		1.475		0.375		0.2375		2.4333333333		7.625		0.03325								Ovarial section

		Станд.похибка		0.3304037934		0.0957427108		0.075		0.9177266599		1.7017148214		0.0057951129						F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.5		0.1		0.05		1		4		0.034

						Ovarial section												2		0.8		0.15		0.1		1.2		5		0.08

				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС				3		0.6		0.1		0.07		0.8571428571		6		0.05

		1		0.9		0.28		0.17		1.4823529412		11.7		0.045				4		0.8		0.17		0.1		1.36		6		0.03

		2		1.2		0.5		0.3		2		13		0.046				Сер.знач.		0.675		0.13		0.08		1.1042857143		5.25		0.0485

		3		0.8		0.36		0.24		1.2		10		0.052				Станд.похибка		0.15		0.0355902608		0.0244948974		0.2209872715		0.9574271078		0.0227082951

		4		0.7		0.26		0.15		1.2133333333		12		0.038

		Сер.знач.		0.9		0.35		0.215		1.4739215686		11.675		0.04525						Перитоніальне 10-кратне введення FeNP

		Станд.похибка		0.2160246899		0.1089342309		0.068556546		0.3740627657		1.2473304828		0.0057373048								Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.8		0.2		0.1		1.6		6		0.07

						Анемія												2		0.75		0.2		0.1		1.5		4		0.05

																		3		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		4		0.03

						Cervical section												4		0.7		0.2		0.1		1.4		5		0.03

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Сер.знач.		0.6625		0.1875		0.0925		1.3392857143		4.75		0.045

		1		0.4		0.1		0.05		0.8		5		0.025				Станд.похибка		0.1796988221		0.025		0.015		0.3316368393		0.9574271078		0.0191485422

		2		0.5		0.08		0.05		0.8		4		0.034								Ovarial section

		3		0.6		0.15		0.1		0.9		6		0.027						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		4		0.42		0.1		0.06		0.7		4		0.028				1		0.8		0.1		0.05		1.6		5		0.027

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285				2		0.5		0.15		0.1		0.75		6		0.025

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833				3		0.7		0.12		0.05		1.68		7		0.035

																		4		0.6		0.17		0.1		1.02		7		0.03

						Ovarial section												Сер.знач.		0.65		0.135		0.075		1.2625		6.25		0.02925

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Станд.похибка		0.1290994449		0.0310912635		0.0288675135		0.4508048358		0.9574271078		0.0043493295

		1		0.35		0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2		0.25		0.08		0.04		0.5		5		0.06								"Феррум-лек"

		3		0.5		0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05								Cervical section

		4		0.5		0.15		0.1		0.75		4		0.038						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485				1		0.8		0.1		0.05		1.6		6.0		0.053

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485				2		0.6		0.15		0.07		1.2857142857		5.0		0.028

																		3		0.4		0.1		0.05		0.8		7.0		0.025

																		4		0.7		0.2		0.1		1.4		4.0		0.021

																		Сер.знач.		0.625		0.1375		0.0675		1.2714285714		5.5		0.03175

																		Станд.похибка		0.1707825128		0.0478713554		0.0236290781		0.3400680204		1.2909944487		0.0144539499

																						Ovarial section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

																		1		0.7		0.08		0.05		1.12		5		0.05

																		2		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		6		0.03

																		3		0.6		0.08		0.05		0.96		4		0.024

																		4		0.5		0.12		0.05		1.2		4		0.035

																		Сер.знач.		0.55		0.1075		0.055		1.0342857143		4.75		0.03475

																		Станд.похибка		0.1290994449		0.0340342964		0.01		0.1546028487		0.9574271078		0.0111168041





Графіки

		Амплітуда																		ІС		ОВ		ЦВ

						ОВ		ЦВ												1		1.46		2.5

		Контроль		1		0.9		1.48												2		0.65		0.8

		Анемія		2		0.4		0.48												3		1.1		1.68

		Fe-5		3		0.68		0.9												4		1.26		1.34

		Феррум-лек		4		0.55		0.63												5		1.03		1.27

		Швидкість скорочення																		Т,с

						ЦВ		ОВ														ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.35												1		11.68		7.63

				2		0.1		0.11												2		4.25		4.75

				3		0.15		0.13												3		5.25		6.5

				4		0.19		0.14												4		6.25		4.75

				5		0.14		0.11												5		4.75		5.5

		Швидкість розслаблення				ОВ		ЦВ												Частота скорочень				ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.24														1		0.045		0.034

				2		0.065		0.065														2		0.049		0.029

				3		0.08		0.085														3		0.048		0.039

				4		0.075		0.09														4		0.03		0.045

				5		0.055		0.068														5		0.035		0.032
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		Амплітуда ЦВ		Контроль		Анемія		5 вн/вен		10 перорал		Феррум-лек				Table Analyzed		Data 1

		Number of values		8		8		8		8		8

																One-way analysis of variance

		Minimum		1,100		0,4000		0,7000		0,4000		0,4000				P value		< 0.0001

		25% Percentile		1,175		0,4050		0,7250		0,4750		0,4500				P value summary		***

		Median		1,450		0,4600		0,8500		0,7250		0,6500				Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

		75% Percentile		1,800		0,5750		1,125		0,7875		0,7750				Number of groups		5

		Maximum		1,900		0,6000		1,200		0,8000		0,8000				F		31,73

																R squared		0,7839

		Mean		1,475		0,4800		0,9000		0,6625		0,6250

		Std. Deviation		0,3059		0,08418		0,2000		0,1664		0,1581				Bartlett's test for equal variances

		Std. Error		0,1082		0,02976		0,07071		0,05882		0,05590				Bartlett's statistic (corrected)		10,26

																P value		0,0362

		Lower 95% CI of mean		1,219		0,4096		0,7328		0,5234		0,4928				P value summary		*

		Upper 95% CI of mean		1,731		0,5504		1,067		0,8016		0,7572				Do the variances differ signif. (P < 0.05)		Yes

		KS normality test														ANOVA Table		SS		df		MS

		KS distance		0,2174		0,2620		0,2500		0,3392		0,1872				Treatment (between columns)		4,908		4		1,227

		P value		> 0.10		> 0.10		> 0.10		0,0072		> 0.10				Residual (within columns)		1,353		35		0,03867

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				Total		6,261		39

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

																Tukey's Multiple Comparison Test		Mean Diff.		q		Significant? P < 0.05?		Summary		95% CI of diff

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test														Контроль vs Анемія		0,9950		14,31		Yes		***		0.7120 to 1.278

		K2		0,3816		1,659		1,459		2,649		0,9638				Контроль vs 5-вн/вен		0,5750		8,271		Yes		***		0.2920 to 0.8580

		P value		0,8263		0,4362		0,4823		0,2659		0,6176				Контроль vs 10 пероральне		0,8125		11,69		Yes		***		0.5295 to 1.095

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes				Контроль vs Феррум-лек		0,8500		12,23		Yes		***		0.5670 to 1.133

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns				Анемія vs 5-вн/вен		-0,4200		6,041		Yes		**		-0.7030 to -0.1370

																Анемія vs 10 пероральне		-0,1825		2,625		No		ns		-0.4655 to 0.1005

		Shapiro-Wilk normality test														Анемія vs Феррум-лек		-0,1450		2,086		No		ns		-0.4280 to 0.1380

		W		0,8824		0,8292		0,8361		0,7458		0,8768				5-вн/вен vs 10 пероральне		0,2375		3,416		No		ns		-0.04549 to 0.5205

		P value		0,1986		0,0582		0,0686		0,0073		0,1753				5-вн/вен vs Феррум-лек		0,2750		3,956		No		ns		-0.007992 to 0.5580

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				10 пероральне vs Феррум-лек		0,03750		0,5394		No		ns		-0.2455 to 0.3205

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

		Sum		11,80		3,840		7,200		5,300		5,000

		Амплітуда ОВ

		Number of values		8		8		8		8		8				Table Analyzed		Data 1

		Minimum		0,7000		0,2500		0,5000		0,5000		0,4000				Kruskal-Wallis test

		25% Percentile		0,7250		0,2750		0,5250		0,5250		0,4500				P value		0,0002

		Median		0,8500		0,4250		0,7000		0,6500		0,6500				Exact or approximate P value?		Gaussian Approximation

		75% Percentile		1,125		0,5000		0,8000		0,7750		0,7750				P value summary		***

		Maximum		1,200		0,5000		0,8000		0,8000		0,8000				Do the medians vary signif. (P < 0.05)		Yes

																Number of groups		5

		Mean		0,9000		0,4000		0,6750		0,6500		0,6250				Kruskal-Wallis statistic		21,64

		Std. Deviation		0,2000		0,1134		0,1389		0,1195		0,1581

		Std. Error		0,07071		0,04009		0,04910		0,04226		0,05590				Dunn's Multiple Comparison Test		Difference in rank sum		Significant? P < 0.05?		Summary

																Контроль vs Анемія		26,50		Yes		***

		Lower 95% CI of mean		0,7328		0,3052		0,5589		0,5501		0,4928				Контроль vs 5-вн/вен		10,25		No		ns

		Upper 95% CI of mean		1,067		0,4948		0,7911		0,7499		0,7572				Контроль vs 10 пероральне		12,25		No		ns

																Контроль vs Феррум-лек		13,50		No		ns

		KS normality test														Анемія vs 5-вн/вен		-16,25		Yes		*

		KS distance		0,2500		0,3111		0,3159		0,1621		0,1872				Анемія vs 10 пероральне		-14,25		No		ns

		P value		> 0.10		0,0219		0,0182		> 0.10		> 0.10				Анемія vs Феррум-лек		-13,00		No		ns

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes				5-вн/вен vs 10 пероральне		2,000		No		ns

		P value summary		ns		*		*		ns		ns				5-вн/вен vs Феррум-лек		3,250		No		ns

																10 пероральне vs Феррум-лек		1,250		No		ns

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test

		K2		1,459		3,004		4,155		1,177		0,9638

		P value		0,4823		0,2227		0,1252		0,5550		0,6176

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns

		Shapiro-Wilk normality test

		W		0,8361		0,7807		0,7715		0,8974		0,8768

		P value		0,0686		0,0177		0,0141		0,2738		0,1753

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes

		P value summary		ns		*		*		ns		ns





		Амплітуда														ІС

				ОВ		ЦВ												ОВ		ЦВ

		Контроль		0.9		1.48										Контроль		1.46		2.5

		ЗА		0.4		0.48										ЗА		0.65		0.8

		Т,с

				ОВ		ЦВ								Частота скорочень				ОВ		ЦВ

		Контроль		11.68		7.63										Контроль		0.045		0.034

		ЗА		4.25		4.75										ЗА		0.049		0.029
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																																								Частота скорочень

										Table Analyzed		Data 1								Індекс скоротливості								Table Analyzed		Data 1										Table Analyzed		Data 1

										Column A		ОВ								ОВ		ЦВ						Column A		ОВ										Column A		ОВ

		Амплітуда								vs		vs								0.7		0.8						vs		vs										vs		vs

				ОВ		ЦВ				Column B		ЦВ								0.5		0.8						Column B		ЦВ										Column B		ЦВ

				0.35		0.4														0.6666667		0.9

				0.25		0.5				Unpaired t test										0.75		0.7						Unpaired t test												Unpaired t test

				0.5		0.6				P value		0,3346								Індекс скоротливості								P value		0,0751										P value		0,0069

				0.5		0.42				P value summary		ns										Контроль		ЗА				P value summary		ns										P value summary		**

		Амплітуда								Are means signif. different? (P < 0.05)		No								ОВ		1.5		0.65				Are means signif. different? (P < 0.05)		No										Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

				Контроль		ЗА				One- or two-tailed P value?		Two-tailed								ЦВ		2.4		0.8				One- or two-tailed P value?		Two-tailed										One- or two-tailed P value?		Two-tailed

		ОВ		1		0.4				t, df		t=1.049 df=6																t, df		t=2.150 df=6										t, df		t=4.027 df=6

		ЦВ		1.5		0.48

										How big is the difference?																		How big is the difference?												How big is the difference?

										Mean ± SEM of column A		0.4000 ± 0.06124 N=4																Mean ± SEM of column A		0.6542 ± 0.05417 N=4										Mean ± SEM of column A		0.0285 ± 0.001936 N=4

										Mean ± SEM of column B		0.4800 ± 0.04546 N=4																Mean ± SEM of column B		0.8000 ± 0.04082 N=4										Mean ± SEM of column B		0.0485 ± 0.004573 N=4

										Difference between means		-0.08000 ± 0.07627																Difference between means		-0.1458 ± 0.06783										Difference between means		-0.0200 ± 0.004967

										95% confidence interval		-0.2666 to 0.1066																95% confidence interval		-0.3118 to 0.02014										95% confidence interval		-0.03215 to -0.007847

										R squared		0,1550																R squared		0,4352										R squared		0,7299

										F test to compare variances																		F test to compare variances												F test to compare variances

										F,DFn, Dfd		1.815, 3, 3																F,DFn, Dfd		1.760, 3, 3										F,DFn, Dfd		5.578, 3, 3

						Анемія				P value		0,6367																P value		0,6537										P value		0,1918

										P value summary		ns																P value summary		ns										P value summary		ns

						Cervical section				Are variances significantly different?		No																Are variances significantly different?		No										Are variances significantly different?		No

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.8		5		0.025

		2				0.08		0.05		0.8		4		0.034								Швидкість скорочення								Швидкість розслаблення								Тривалість активного стану										Частота скорочень

		3				0.15		0.1		0.9		6		0.027								Контроль		ЗА						Контроль		ЗА						Контроль		ЗА								Контроль		ЗА

		4				0.1		0.06		0.7		4		0.028						ОВ		0.3		0.11				ОВ		0.2		0.065				ОВ		11.6		4.75						ОВ		0.045		0.048

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285						ЦВ		0.37		0.1				ЦВ		0.25		0.062				ЦВ		7.8		4.25						ЦВ		0.033		0.027

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833

						Ovarial section

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2				0.08		0.04		0.5		5		0.06

		3				0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05

		4				0.15		0.1		0.75		4		0.038

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485
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контроль


																											Вн/вен 5-кратне введення FeNP


												Контроль																					Cervical section


																														F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


									Cervical section																		1			0.8			0.1			0.05			1.6			7.0			0.05


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						2			1.2			0.15			0.07			2.5714285714			6.0			0.045


			1			1.5			0.4			0.3			2			7.5			0.032						3			0.9			0.2			0.12			1.5			5.0			0.03


			2			1.4			0.3			0.2			2.1			6			0.041						4			0.7			0.15			0.1			1.05			8.0			0.03


			3			1.9			0.3			0.15			3.8			7			0.033						Сер.знач.			0.9			0.15			0.085			1.6803571429			6.5			0.03875


			4			1.1			0.5			0.3			1.8333333333			10			0.027						Станд.похибка			0.2160246899			0.040824829			0.0310912635			0.640402058			1.2909944487			0.0103077641


			Сер.знач.			1.475			0.375			0.2375			2.4333333333			7.625			0.03325												Ovarial section


			Станд.похибка			0.3304037934			0.0957427108			0.075			0.9177266599			1.7017148214			0.0057951129									F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС


																											1			0.5			0.1			0.05			1			4			0.034


									Ovarial section																		2			0.8			0.15			0.1			1.2			5			0.08


						F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС						3			0.6			0.1			0.07			0.8571428571			6			0.05


			1			0.9			0.28			0.17			1.4823529412			11.7			0.045						4			0.8			0.17			0.1			1.36			6			0.03


			2			1.2			0.5			0.3			2			13			0.046						Сер.знач.			0.675			0.13			0.08			1.1042857143			5.25			0.0485


			3			0.8			0.36			0.24			1.2			10			0.052						Станд.похибка			0.15			0.0355902608			0.0244948974			0.2209872715			0.9574271078			0.0227082951


			4			0.7			0.26			0.15			1.2133333333			12			0.038


			Сер.знач.			0.9			0.35			0.215			1.4739215686			11.675			0.04525									Перитоніальне 10-кратне введення FeNP


			Станд.похибка			0.2160246899			0.1089342309			0.068556546			0.3740627657			1.2473304828			0.0057373048												Cervical section


																														F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС


																											1			0.8			0.2			0.1			1.6			6			0.07


									Анемія																		2			0.75			0.2			0.1			1.5			4			0.05


																											3			0.4			0.15			0.07			0.8571428571			4			0.03


									Cervical section																		4			0.7			0.2			0.1			1.4			5			0.03


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						Сер.знач.			0.6625			0.1875			0.0925			1.3392857143			4.75			0.045


			1			0.4			0.1			0.05			0.8			5			0.025						Станд.похибка			0.1796988221			0.025			0.015			0.3316368393			0.9574271078			0.0191485422


			2			0.5			0.08			0.05			0.8			4			0.034												Ovarial section


			3			0.6			0.15			0.1			0.9			6			0.027									F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			4			0.42			0.1			0.06			0.7			4			0.028						1			0.8			0.1			0.05			1.6			5			0.027


			Сер.знач.			0.48			0.1075			0.065			0.8			4.75			0.0285						2			0.5			0.15			0.1			0.75			6			0.025


			Станд.похибка			0.0909212113			0.0298607881			0.0238047614			0.0816496581			0.9574271078			0.0038729833						3			0.7			0.12			0.05			1.68			7			0.035


																											4			0.6			0.17			0.1			1.02			7			0.03


									Ovarial section																		Сер.знач.			0.65			0.135			0.075			1.2625			6.25			0.02925


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						Станд.похибка			0.1290994449			0.0310912635			0.0288675135			0.4508048358			0.9574271078			0.0043493295


			1			0.35			0.1			0.05			0.7			4			0.046


			2			0.25			0.08			0.04			0.5			5			0.06												"Феррум-лек"


			3			0.5			0.08			0.06			0.6666666667			4			0.05												Cervical section


			4			0.5			0.15			0.1			0.75			4			0.038									F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			Сер.знач.			0.4			0.1025			0.0625			0.6541666667			4.25			0.0485						1			0.8			0.1			0.05			1.6			6.0			0.053


			Станд.похибка			0.1224744871			0.0330403793			0.0262995564			0.1083333333			0.5			0.0091469485						2			0.6			0.15			0.07			1.2857142857			5.0			0.028


																											3			0.4			0.1			0.05			0.8			7.0			0.025


																											4			0.7			0.2			0.1			1.4			4.0			0.021


																											Сер.знач.			0.625			0.1375			0.0675			1.2714285714			5.5			0.03175


																											Станд.похибка			0.1707825128			0.0478713554			0.0236290781			0.3400680204			1.2909944487			0.0144539499


																																	Ovarial section


																														F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


																											1			0.7			0.08			0.05			1.12			5			0.05


																											2			0.4			0.15			0.07			0.8571428571			6			0.03


																											3			0.6			0.08			0.05			0.96			4			0.024


																											4			0.5			0.12			0.05			1.2			4			0.035


																											Сер.знач.			0.55			0.1075			0.055			1.0342857143			4.75			0.03475


																											Станд.похибка			0.1290994449			0.0340342964			0.01			0.1546028487			0.9574271078			0.0111168041








Графіки


			Амплітуда																											ІС			ОВ			ЦВ


									ОВ			ЦВ																		1			1.46			2.5


			Контроль			1			0.9			1.48																		2			0.65			0.8


			Анемія			2			0.4			0.48																		3			1.1			1.68


			Fe-5			3			0.68			0.9																		4			1.26			1.34


			Феррум-лек			4			0.55			0.63																		5			1.03			1.27


			Швидкість скорочення																											Т,с


									ЦВ			ОВ																					ОВ			ЦВ


						1			0.38			0.35																		1			11.68			7.63


						2			0.1			0.11																		2			4.25			4.75


						3			0.15			0.13																		3			5.25			6.5


						4			0.19			0.14																		4			6.25			4.75


						5			0.14			0.11																		5			4.75			5.5


			Швидкість розслаблення						ОВ			ЦВ																		Частота скорочень						ОВ			ЦВ


						1			0.38			0.24																					1			0.045			0.034


						2			0.065			0.065																					2			0.049			0.029


						3			0.08			0.085																					3			0.048			0.039


						4			0.075			0.09																					4			0.03			0.045


						5			0.055			0.068																					5			0.035			0.032
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			Амплітуда ЦВ			Контроль			Анемія			5 вн/вен			10 перорал			Феррум-лек						Table Analyzed			Data 1


			Number of values			8			8			8			8			8


																								One-way analysis of variance


			Minimum			1,100			0,4000			0,7000			0,4000			0,4000						P value			< 0.0001


			25% Percentile			1,175			0,4050			0,7250			0,4750			0,4500						P value summary			***


			Median			1,450			0,4600			0,8500			0,7250			0,6500						Are means signif. different? (P < 0.05)			Yes


			75% Percentile			1,800			0,5750			1,125			0,7875			0,7750						Number of groups			5


			Maximum			1,900			0,6000			1,200			0,8000			0,8000						F			31,73


																								R squared			0,7839


			Mean			1,475			0,4800			0,9000			0,6625			0,6250


			Std. Deviation			0,3059			0,08418			0,2000			0,1664			0,1581						Bartlett's test for equal variances


			Std. Error			0,1082			0,02976			0,07071			0,05882			0,05590						Bartlett's statistic (corrected)			10,26


																								P value			0,0362


			Lower 95% CI of mean			1,219			0,4096			0,7328			0,5234			0,4928						P value summary			*


			Upper 95% CI of mean			1,731			0,5504			1,067			0,8016			0,7572						Do the variances differ signif. (P < 0.05)			Yes


			KS normality test																					ANOVA Table			SS			df			MS


			KS distance			0,2174			0,2620			0,2500			0,3392			0,1872						Treatment (between columns)			4,908			4			1,227


			P value			> 0.10			> 0.10			> 0.10			0,0072			> 0.10						Residual (within columns)			1,353			35			0,03867


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			No			Yes						Total			6,261			39


			P value summary			ns			ns			ns			**			ns


																								Tukey's Multiple Comparison Test			Mean Diff.			q			Significant? P < 0.05?			Summary			95% CI of diff


			D'Agostino & Pearson omnibus normality test																					Контроль vs Анемія			0,9950			14,31			Yes			***			0.7120 to 1.278


			K2			0,3816			1,659			1,459			2,649			0,9638						Контроль vs 5-вн/вен			0,5750			8,271			Yes			***			0.2920 to 0.8580


			P value			0,8263			0,4362			0,4823			0,2659			0,6176						Контроль vs 10 пероральне			0,8125			11,69			Yes			***			0.5295 to 1.095


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			Yes			Yes						Контроль vs Феррум-лек			0,8500			12,23			Yes			***			0.5670 to 1.133


			P value summary			ns			ns			ns			ns			ns						Анемія vs 5-вн/вен			-0,4200			6,041			Yes			**			-0.7030 to -0.1370


																								Анемія vs 10 пероральне			-0,1825			2,625			No			ns			-0.4655 to 0.1005


			Shapiro-Wilk normality test																					Анемія vs Феррум-лек			-0,1450			2,086			No			ns			-0.4280 to 0.1380


			W			0,8824			0,8292			0,8361			0,7458			0,8768						5-вн/вен vs 10 пероральне			0,2375			3,416			No			ns			-0.04549 to 0.5205


			P value			0,1986			0,0582			0,0686			0,0073			0,1753						5-вн/вен vs Феррум-лек			0,2750			3,956			No			ns			-0.007992 to 0.5580


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			No			Yes						10 пероральне vs Феррум-лек			0,03750			0,5394			No			ns			-0.2455 to 0.3205


			P value summary			ns			ns			ns			**			ns


			Sum			11,80			3,840			7,200			5,300			5,000


			Амплітуда ОВ


			Number of values			8			8			8			8			8						Table Analyzed			Data 1


			Minimum			0,7000			0,2500			0,5000			0,5000			0,4000						Kruskal-Wallis test


			25% Percentile			0,7250			0,2750			0,5250			0,5250			0,4500						P value			0,0002


			Median			0,8500			0,4250			0,7000			0,6500			0,6500						Exact or approximate P value?			Gaussian Approximation


			75% Percentile			1,125			0,5000			0,8000			0,7750			0,7750						P value summary			***


			Maximum			1,200			0,5000			0,8000			0,8000			0,8000						Do the medians vary signif. (P < 0.05)			Yes


																								Number of groups			5


			Mean			0,9000			0,4000			0,6750			0,6500			0,6250						Kruskal-Wallis statistic			21,64


			Std. Deviation			0,2000			0,1134			0,1389			0,1195			0,1581


			Std. Error			0,07071			0,04009			0,04910			0,04226			0,05590						Dunn's Multiple Comparison Test			Difference in rank sum			Significant? P < 0.05?			Summary


																								Контроль vs Анемія			26,50			Yes			***


			Lower 95% CI of mean			0,7328			0,3052			0,5589			0,5501			0,4928						Контроль vs 5-вн/вен			10,25			No			ns


			Upper 95% CI of mean			1,067			0,4948			0,7911			0,7499			0,7572						Контроль vs 10 пероральне			12,25			No			ns


																								Контроль vs Феррум-лек			13,50			No			ns


			KS normality test																					Анемія vs 5-вн/вен			-16,25			Yes			*


			KS distance			0,2500			0,3111			0,3159			0,1621			0,1872						Анемія vs 10 пероральне			-14,25			No			ns


			P value			> 0.10			0,0219			0,0182			> 0.10			> 0.10						Анемія vs Феррум-лек			-13,00			No			ns


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			No			No			Yes			Yes						5-вн/вен vs 10 пероральне			2,000			No			ns


			P value summary			ns			*			*			ns			ns						5-вн/вен vs Феррум-лек			3,250			No			ns


																								10 пероральне vs Феррум-лек			1,250			No			ns


			D'Agostino & Pearson omnibus normality test


			K2			1,459			3,004			4,155			1,177			0,9638


			P value			0,4823			0,2227			0,1252			0,5550			0,6176


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			Yes			Yes


			P value summary			ns			ns			ns			ns			ns


			Shapiro-Wilk normality test


			W			0,8361			0,7807			0,7715			0,8974			0,8768


			P value			0,0686			0,0177			0,0141			0,2738			0,1753


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			No			No			Yes			Yes


			P value summary			ns			*			*			ns			ns








			Амплітуда																					ІС


						ОВ			ЦВ																		ОВ			ЦВ


			Контроль			0.9			1.48															Контроль			1.46			2.5


			ЗА			0.4			0.48															ЗА			0.65			0.8
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																																																												Частота скорочень


															Table Analyzed			Data 1												Індекс скоротливості												Table Analyzed			Data 1															Table Analyzed			Data 1


															Column A			ОВ												ОВ			ЦВ									Column A			ОВ															Column A			ОВ


			Амплітуда												vs			vs												0.7			0.8									vs			vs															vs			vs


						ОВ			ЦВ						Column B			ЦВ												0.5			0.8									Column B			ЦВ															Column B			ЦВ


						0.35			0.4																					0.6666667			0.9


						0.25			0.5						Unpaired t test															0.75			0.7									Unpaired t test																		Unpaired t test


						0.5			0.6						P value			0,3346												Індекс скоротливості												P value			0,0751															P value			0,0069


						0.5			0.42						P value summary			ns															Контроль			ЗА						P value summary			ns															P value summary			**


			Амплітуда												Are means signif. different? (P < 0.05)			No												ОВ			1.5			0.65						Are means signif. different? (P < 0.05)			No															Are means signif. different? (P < 0.05)			Yes


						Контроль			ЗА						One- or two-tailed P value?			Two-tailed												ЦВ			2.4			0.8						One- or two-tailed P value?			Two-tailed															One- or two-tailed P value?			Two-tailed


			ОВ			1			0.4						t, df			t=1.049 df=6																								t, df			t=2.150 df=6															t, df			t=4.027 df=6


			ЦВ			1.5			0.48


															How big is the difference?																											How big is the difference?																		How big is the difference?


															Mean ± SEM of column A			0.4000 ± 0.06124 N=4																								Mean ± SEM of column A			0.6542 ± 0.05417 N=4															Mean ± SEM of column A			0.0285 ± 0.001936 N=4


															Mean ± SEM of column B			0.4800 ± 0.04546 N=4																								Mean ± SEM of column B			0.8000 ± 0.04082 N=4															Mean ± SEM of column B			0.0485 ± 0.004573 N=4


															Difference between means			-0.08000 ± 0.07627																								Difference between means			-0.1458 ± 0.06783															Difference between means			-0.0200 ± 0.004967


															95% confidence interval			-0.2666 to 0.1066																								95% confidence interval			-0.3118 to 0.02014															95% confidence interval			-0.03215 to -0.007847


															R squared			0,1550																								R squared			0,4352															R squared			0,7299


															F test to compare variances																											F test to compare variances																		F test to compare variances


															F,DFn, Dfd			1.815, 3, 3																								F,DFn, Dfd			1.760, 3, 3															F,DFn, Dfd			5.578, 3, 3


									Анемія						P value			0,6367																								P value			0,6537															P value			0,1918


															P value summary			ns																								P value summary			ns															P value summary			ns


									Cervical section						Are variances significantly different?			No																								Are variances significantly different?			No															Are variances significantly different?			No


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			1						0.1			0.05			0.8			5			0.025


			2						0.08			0.05			0.8			4			0.034												Швидкість скорочення												Швидкість розслаблення												Тривалість активного стану															Частота скорочень


			3						0.15			0.1			0.9			6			0.027												Контроль			ЗА									Контроль			ЗА									Контроль			ЗА												Контроль			ЗА


			4						0.1			0.06			0.7			4			0.028									ОВ			0.3			0.11						ОВ			0.2			0.065						ОВ			11.6			4.75									ОВ			0.045			0.048


			Сер.знач.			0.48			0.1075			0.065			0.8			4.75			0.0285									ЦВ			0.37			0.1						ЦВ			0.25			0.062						ЦВ			7.8			4.25									ЦВ			0.033			0.027


			Станд.похибка			0.0909212113			0.0298607881			0.0238047614			0.0816496581			0.9574271078			0.0038729833


									Ovarial section


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			1						0.1			0.05			0.7			4			0.046


			2						0.08			0.04			0.5			5			0.06


			3						0.08			0.06			0.6666666667			4			0.05


			4						0.15			0.1			0.75			4			0.038


			Сер.знач.			0.4			0.1025			0.0625			0.6541666667			4.25			0.0485


			Станд.похибка			0.1224744871			0.0330403793			0.0262995564			0.1083333333			0.5			0.0091469485
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Диаграмма1

		ОВ		ОВ

		ЦВ		ЦВ



**

*

Контроль

ЗА

с

Тривалість активного стану

11.68

4.25

7.63

4.75



контроль

																		Вн/вен 5-кратне введення FeNP

								Контроль														Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

						Cervical section												1		0.8		0.1		0.05		1.6		7.0		0.05

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				2		1.2		0.15		0.07		2.5714285714		6.0		0.045

		1		1.5		0.4		0.3		2		7.5		0.032				3		0.9		0.2		0.12		1.5		5.0		0.03

		2		1.4		0.3		0.2		2.1		6		0.041				4		0.7		0.15		0.1		1.05		8.0		0.03

		3		1.9		0.3		0.15		3.8		7		0.033				Сер.знач.		0.9		0.15		0.085		1.6803571429		6.5		0.03875

		4		1.1		0.5		0.3		1.8333333333		10		0.027				Станд.похибка		0.2160246899		0.040824829		0.0310912635		0.640402058		1.2909944487		0.0103077641

		Сер.знач.		1.475		0.375		0.2375		2.4333333333		7.625		0.03325								Ovarial section

		Станд.похибка		0.3304037934		0.0957427108		0.075		0.9177266599		1.7017148214		0.0057951129						F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.5		0.1		0.05		1		4		0.034

						Ovarial section												2		0.8		0.15		0.1		1.2		5		0.08

				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС				3		0.6		0.1		0.07		0.8571428571		6		0.05

		1		0.9		0.28		0.17		1.4823529412		11.7		0.045				4		0.8		0.17		0.1		1.36		6		0.03

		2		1.2		0.5		0.3		2		13		0.046				Сер.знач.		0.675		0.13		0.08		1.1042857143		5.25		0.0485

		3		0.8		0.36		0.24		1.2		10		0.052				Станд.похибка		0.15		0.0355902608		0.0244948974		0.2209872715		0.9574271078		0.0227082951

		4		0.7		0.26		0.15		1.2133333333		12		0.038

		Сер.знач.		0.9		0.35		0.215		1.4739215686		11.675		0.04525						Перитоніальне 10-кратне введення FeNP

		Станд.похибка		0.2160246899		0.1089342309		0.068556546		0.3740627657		1.2473304828		0.0057373048								Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.8		0.2		0.1		1.6		6		0.07

						Анемія												2		0.75		0.2		0.1		1.5		4		0.05

																		3		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		4		0.03

						Cervical section												4		0.7		0.2		0.1		1.4		5		0.03

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Сер.знач.		0.6625		0.1875		0.0925		1.3392857143		4.75		0.045

		1		0.4		0.1		0.05		0.8		5		0.025				Станд.похибка		0.1796988221		0.025		0.015		0.3316368393		0.9574271078		0.0191485422

		2		0.5		0.08		0.05		0.8		4		0.034								Ovarial section

		3		0.6		0.15		0.1		0.9		6		0.027						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		4		0.42		0.1		0.06		0.7		4		0.028				1		0.8		0.1		0.05		1.6		5		0.027

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285				2		0.5		0.15		0.1		0.75		6		0.025

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833				3		0.7		0.12		0.05		1.68		7		0.035

																		4		0.6		0.17		0.1		1.02		7		0.03

						Ovarial section												Сер.знач.		0.65		0.135		0.075		1.2625		6.25		0.02925

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Станд.похибка		0.1290994449		0.0310912635		0.0288675135		0.4508048358		0.9574271078		0.0043493295

		1		0.35		0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2		0.25		0.08		0.04		0.5		5		0.06								"Феррум-лек"

		3		0.5		0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05								Cervical section

		4		0.5		0.15		0.1		0.75		4		0.038						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485				1		0.8		0.1		0.05		1.6		6.0		0.053

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485				2		0.6		0.15		0.07		1.2857142857		5.0		0.028

																		3		0.4		0.1		0.05		0.8		7.0		0.025

																		4		0.7		0.2		0.1		1.4		4.0		0.021

																		Сер.знач.		0.625		0.1375		0.0675		1.2714285714		5.5		0.03175

																		Станд.похибка		0.1707825128		0.0478713554		0.0236290781		0.3400680204		1.2909944487		0.0144539499

																						Ovarial section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

																		1		0.7		0.08		0.05		1.12		5		0.05

																		2		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		6		0.03

																		3		0.6		0.08		0.05		0.96		4		0.024

																		4		0.5		0.12		0.05		1.2		4		0.035

																		Сер.знач.		0.55		0.1075		0.055		1.0342857143		4.75		0.03475

																		Станд.похибка		0.1290994449		0.0340342964		0.01		0.1546028487		0.9574271078		0.0111168041





Графіки

		Амплітуда																		ІС		ОВ		ЦВ

						ОВ		ЦВ												1		1.46		2.5

		Контроль		1		0.9		1.48												2		0.65		0.8

		Анемія		2		0.4		0.48												3		1.1		1.68

		Fe-5		3		0.68		0.9												4		1.26		1.34

		Феррум-лек		4		0.55		0.63												5		1.03		1.27

		Швидкість скорочення																		Т,с

						ЦВ		ОВ														ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.35												1		11.68		7.63

				2		0.1		0.11												2		4.25		4.75

				3		0.15		0.13												3		5.25		6.5

				4		0.19		0.14												4		6.25		4.75

				5		0.14		0.11												5		4.75		5.5

		Швидкість розслаблення				ОВ		ЦВ												Частота скорочень				ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.24														1		0.045		0.034

				2		0.065		0.065														2		0.049		0.029

				3		0.08		0.085														3		0.048		0.039

				4		0.075		0.09														4		0.03		0.045

				5		0.055		0.068														5		0.035		0.032
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		Амплітуда ЦВ		Контроль		Анемія		5 вн/вен		10 перорал		Феррум-лек				Table Analyzed		Data 1

		Number of values		8		8		8		8		8

																One-way analysis of variance

		Minimum		1,100		0,4000		0,7000		0,4000		0,4000				P value		< 0.0001

		25% Percentile		1,175		0,4050		0,7250		0,4750		0,4500				P value summary		***

		Median		1,450		0,4600		0,8500		0,7250		0,6500				Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

		75% Percentile		1,800		0,5750		1,125		0,7875		0,7750				Number of groups		5

		Maximum		1,900		0,6000		1,200		0,8000		0,8000				F		31,73

																R squared		0,7839

		Mean		1,475		0,4800		0,9000		0,6625		0,6250

		Std. Deviation		0,3059		0,08418		0,2000		0,1664		0,1581				Bartlett's test for equal variances

		Std. Error		0,1082		0,02976		0,07071		0,05882		0,05590				Bartlett's statistic (corrected)		10,26

																P value		0,0362

		Lower 95% CI of mean		1,219		0,4096		0,7328		0,5234		0,4928				P value summary		*

		Upper 95% CI of mean		1,731		0,5504		1,067		0,8016		0,7572				Do the variances differ signif. (P < 0.05)		Yes

		KS normality test														ANOVA Table		SS		df		MS

		KS distance		0,2174		0,2620		0,2500		0,3392		0,1872				Treatment (between columns)		4,908		4		1,227

		P value		> 0.10		> 0.10		> 0.10		0,0072		> 0.10				Residual (within columns)		1,353		35		0,03867

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				Total		6,261		39

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

																Tukey's Multiple Comparison Test		Mean Diff.		q		Significant? P < 0.05?		Summary		95% CI of diff

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test														Контроль vs Анемія		0,9950		14,31		Yes		***		0.7120 to 1.278

		K2		0,3816		1,659		1,459		2,649		0,9638				Контроль vs 5-вн/вен		0,5750		8,271		Yes		***		0.2920 to 0.8580

		P value		0,8263		0,4362		0,4823		0,2659		0,6176				Контроль vs 10 пероральне		0,8125		11,69		Yes		***		0.5295 to 1.095

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes				Контроль vs Феррум-лек		0,8500		12,23		Yes		***		0.5670 to 1.133

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns				Анемія vs 5-вн/вен		-0,4200		6,041		Yes		**		-0.7030 to -0.1370

																Анемія vs 10 пероральне		-0,1825		2,625		No		ns		-0.4655 to 0.1005

		Shapiro-Wilk normality test														Анемія vs Феррум-лек		-0,1450		2,086		No		ns		-0.4280 to 0.1380

		W		0,8824		0,8292		0,8361		0,7458		0,8768				5-вн/вен vs 10 пероральне		0,2375		3,416		No		ns		-0.04549 to 0.5205

		P value		0,1986		0,0582		0,0686		0,0073		0,1753				5-вн/вен vs Феррум-лек		0,2750		3,956		No		ns		-0.007992 to 0.5580

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				10 пероральне vs Феррум-лек		0,03750		0,5394		No		ns		-0.2455 to 0.3205

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

		Sum		11,80		3,840		7,200		5,300		5,000

		Амплітуда ОВ

		Number of values		8		8		8		8		8				Table Analyzed		Data 1

		Minimum		0,7000		0,2500		0,5000		0,5000		0,4000				Kruskal-Wallis test

		25% Percentile		0,7250		0,2750		0,5250		0,5250		0,4500				P value		0,0002

		Median		0,8500		0,4250		0,7000		0,6500		0,6500				Exact or approximate P value?		Gaussian Approximation

		75% Percentile		1,125		0,5000		0,8000		0,7750		0,7750				P value summary		***

		Maximum		1,200		0,5000		0,8000		0,8000		0,8000				Do the medians vary signif. (P < 0.05)		Yes

																Number of groups		5

		Mean		0,9000		0,4000		0,6750		0,6500		0,6250				Kruskal-Wallis statistic		21,64

		Std. Deviation		0,2000		0,1134		0,1389		0,1195		0,1581

		Std. Error		0,07071		0,04009		0,04910		0,04226		0,05590				Dunn's Multiple Comparison Test		Difference in rank sum		Significant? P < 0.05?		Summary

																Контроль vs Анемія		26,50		Yes		***

		Lower 95% CI of mean		0,7328		0,3052		0,5589		0,5501		0,4928				Контроль vs 5-вн/вен		10,25		No		ns

		Upper 95% CI of mean		1,067		0,4948		0,7911		0,7499		0,7572				Контроль vs 10 пероральне		12,25		No		ns

																Контроль vs Феррум-лек		13,50		No		ns

		KS normality test														Анемія vs 5-вн/вен		-16,25		Yes		*

		KS distance		0,2500		0,3111		0,3159		0,1621		0,1872				Анемія vs 10 пероральне		-14,25		No		ns

		P value		> 0.10		0,0219		0,0182		> 0.10		> 0.10				Анемія vs Феррум-лек		-13,00		No		ns

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes				5-вн/вен vs 10 пероральне		2,000		No		ns

		P value summary		ns		*		*		ns		ns				5-вн/вен vs Феррум-лек		3,250		No		ns

																10 пероральне vs Феррум-лек		1,250		No		ns

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test

		K2		1,459		3,004		4,155		1,177		0,9638

		P value		0,4823		0,2227		0,1252		0,5550		0,6176

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns

		Shapiro-Wilk normality test

		W		0,8361		0,7807		0,7715		0,8974		0,8768

		P value		0,0686		0,0177		0,0141		0,2738		0,1753

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes

		P value summary		ns		*		*		ns		ns





		Амплітуда														ІС

				ОВ		ЦВ												ОВ		ЦВ

		Контроль		0.9		1.48										Контроль		1.46		2.5

		ЗА		0.4		0.48										ЗА		0.65		0.8

		Т,с

				ОВ		ЦВ

		Контроль		11.68		7.63

		ЗА		4.25		4.75





		



ОВ

ЦВ

мН

Індекс скоротливості



		



ОВ

ЦВ

с

Тривалість активного стану



																																								Частота скорочень

										Table Analyzed		Data 1								Індекс скоротливості								Table Analyzed		Data 1										Table Analyzed		Data 1

										Column A		ОВ								ОВ		ЦВ						Column A		ОВ										Column A		ОВ

		Амплітуда								vs		vs								0.7		0.8						vs		vs										vs		vs

				ОВ		ЦВ				Column B		ЦВ								0.5		0.8						Column B		ЦВ										Column B		ЦВ

				0.35		0.4														0.6666667		0.9

				0.25		0.5				Unpaired t test										0.75		0.7						Unpaired t test												Unpaired t test

				0.5		0.6				P value		0,3346								Індекс скоротливості								P value		0,0751										P value		0,0069

				0.5		0.42				P value summary		ns										Контроль		ЗА				P value summary		ns										P value summary		**

		Амплітуда								Are means signif. different? (P < 0.05)		No								ОВ		1.5		0.65				Are means signif. different? (P < 0.05)		No										Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

				Контроль		ЗА				One- or two-tailed P value?		Two-tailed								ЦВ		2.4		0.8				One- or two-tailed P value?		Two-tailed										One- or two-tailed P value?		Two-tailed

		ОВ		1		0.4				t, df		t=1.049 df=6																t, df		t=2.150 df=6										t, df		t=4.027 df=6

		ЦВ		1.5		0.48

										How big is the difference?																		How big is the difference?												How big is the difference?

										Mean ± SEM of column A		0.4000 ± 0.06124 N=4																Mean ± SEM of column A		0.6542 ± 0.05417 N=4										Mean ± SEM of column A		0.0285 ± 0.001936 N=4

										Mean ± SEM of column B		0.4800 ± 0.04546 N=4																Mean ± SEM of column B		0.8000 ± 0.04082 N=4										Mean ± SEM of column B		0.0485 ± 0.004573 N=4

										Difference between means		-0.08000 ± 0.07627																Difference between means		-0.1458 ± 0.06783										Difference between means		-0.0200 ± 0.004967

										95% confidence interval		-0.2666 to 0.1066																95% confidence interval		-0.3118 to 0.02014										95% confidence interval		-0.03215 to -0.007847

										R squared		0,1550																R squared		0,4352										R squared		0,7299

										F test to compare variances																		F test to compare variances												F test to compare variances

										F,DFn, Dfd		1.815, 3, 3																F,DFn, Dfd		1.760, 3, 3										F,DFn, Dfd		5.578, 3, 3

						Анемія				P value		0,6367																P value		0,6537										P value		0,1918

										P value summary		ns																P value summary		ns										P value summary		ns

						Cervical section				Are variances significantly different?		No																Are variances significantly different?		No										Are variances significantly different?		No

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.8		5		0.025

		2				0.08		0.05		0.8		4		0.034								Швидкість скорочення								Швидкість розслаблення								Тривалість активного стану										Частота скорочень

		3				0.15		0.1		0.9		6		0.027								Контроль		ЗА						Контроль		ЗА						Контроль		ЗА								Контроль		ЗА

		4				0.1		0.06		0.7		4		0.028						ОВ		0.3		0.11				ОВ		0.2		0.065				ОВ		11.6		4.75						ОВ		0.045		0.048

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285						ЦВ		0.37		0.1				ЦВ		0.25		0.062				ЦВ		7.8		4.25						ЦВ		0.033		0.027

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833

						Ovarial section

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2				0.08		0.04		0.5		5		0.06

		3				0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05

		4				0.15		0.1		0.75		4		0.038

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485
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контроль


																											Вн/вен 5-кратне введення FeNP


												Контроль																					Cervical section


																														F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


									Cervical section																		1			0.8			0.1			0.05			1.6			7.0			0.05


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						2			1.2			0.15			0.07			2.5714285714			6.0			0.045


			1			1.5			0.4			0.3			2			7.5			0.032						3			0.9			0.2			0.12			1.5			5.0			0.03


			2			1.4			0.3			0.2			2.1			6			0.041						4			0.7			0.15			0.1			1.05			8.0			0.03


			3			1.9			0.3			0.15			3.8			7			0.033						Сер.знач.			0.9			0.15			0.085			1.6803571429			6.5			0.03875


			4			1.1			0.5			0.3			1.8333333333			10			0.027						Станд.похибка			0.2160246899			0.040824829			0.0310912635			0.640402058			1.2909944487			0.0103077641


			Сер.знач.			1.475			0.375			0.2375			2.4333333333			7.625			0.03325												Ovarial section


			Станд.похибка			0.3304037934			0.0957427108			0.075			0.9177266599			1.7017148214			0.0057951129									F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС


																											1			0.5			0.1			0.05			1			4			0.034


									Ovarial section																		2			0.8			0.15			0.1			1.2			5			0.08


						F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС						3			0.6			0.1			0.07			0.8571428571			6			0.05


			1			0.9			0.28			0.17			1.4823529412			11.7			0.045						4			0.8			0.17			0.1			1.36			6			0.03


			2			1.2			0.5			0.3			2			13			0.046						Сер.знач.			0.675			0.13			0.08			1.1042857143			5.25			0.0485


			3			0.8			0.36			0.24			1.2			10			0.052						Станд.похибка			0.15			0.0355902608			0.0244948974			0.2209872715			0.9574271078			0.0227082951


			4			0.7			0.26			0.15			1.2133333333			12			0.038


			Сер.знач.			0.9			0.35			0.215			1.4739215686			11.675			0.04525									Перитоніальне 10-кратне введення FeNP


			Станд.похибка			0.2160246899			0.1089342309			0.068556546			0.3740627657			1.2473304828			0.0057373048												Cervical section


																														F max			Cvmax			Rvmax			ІС			Т, с			ЧС


																											1			0.8			0.2			0.1			1.6			6			0.07


									Анемія																		2			0.75			0.2			0.1			1.5			4			0.05


																											3			0.4			0.15			0.07			0.8571428571			4			0.03


									Cervical section																		4			0.7			0.2			0.1			1.4			5			0.03


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						Сер.знач.			0.6625			0.1875			0.0925			1.3392857143			4.75			0.045


			1			0.4			0.1			0.05			0.8			5			0.025						Станд.похибка			0.1796988221			0.025			0.015			0.3316368393			0.9574271078			0.0191485422


			2			0.5			0.08			0.05			0.8			4			0.034												Ovarial section


			3			0.6			0.15			0.1			0.9			6			0.027									F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			4			0.42			0.1			0.06			0.7			4			0.028						1			0.8			0.1			0.05			1.6			5			0.027


			Сер.знач.			0.48			0.1075			0.065			0.8			4.75			0.0285						2			0.5			0.15			0.1			0.75			6			0.025


			Станд.похибка			0.0909212113			0.0298607881			0.0238047614			0.0816496581			0.9574271078			0.0038729833						3			0.7			0.12			0.05			1.68			7			0.035


																											4			0.6			0.17			0.1			1.02			7			0.03


									Ovarial section																		Сер.знач.			0.65			0.135			0.075			1.2625			6.25			0.02925


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС						Станд.похибка			0.1290994449			0.0310912635			0.0288675135			0.4508048358			0.9574271078			0.0043493295


			1			0.35			0.1			0.05			0.7			4			0.046


			2			0.25			0.08			0.04			0.5			5			0.06												"Феррум-лек"


			3			0.5			0.08			0.06			0.6666666667			4			0.05												Cervical section


			4			0.5			0.15			0.1			0.75			4			0.038									F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			Сер.знач.			0.4			0.1025			0.0625			0.6541666667			4.25			0.0485						1			0.8			0.1			0.05			1.6			6.0			0.053


			Станд.похибка			0.1224744871			0.0330403793			0.0262995564			0.1083333333			0.5			0.0091469485						2			0.6			0.15			0.07			1.2857142857			5.0			0.028


																											3			0.4			0.1			0.05			0.8			7.0			0.025


																											4			0.7			0.2			0.1			1.4			4.0			0.021


																											Сер.знач.			0.625			0.1375			0.0675			1.2714285714			5.5			0.03175


																											Станд.похибка			0.1707825128			0.0478713554			0.0236290781			0.3400680204			1.2909944487			0.0144539499


																																	Ovarial section


																														F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


																											1			0.7			0.08			0.05			1.12			5			0.05


																											2			0.4			0.15			0.07			0.8571428571			6			0.03


																											3			0.6			0.08			0.05			0.96			4			0.024


																											4			0.5			0.12			0.05			1.2			4			0.035


																											Сер.знач.			0.55			0.1075			0.055			1.0342857143			4.75			0.03475


																											Станд.похибка			0.1290994449			0.0340342964			0.01			0.1546028487			0.9574271078			0.0111168041








Графіки


			Амплітуда																											ІС			ОВ			ЦВ


									ОВ			ЦВ																		1			1.46			2.5


			Контроль			1			0.9			1.48																		2			0.65			0.8


			Анемія			2			0.4			0.48																		3			1.1			1.68


			Fe-5			3			0.68			0.9																		4			1.26			1.34


			Феррум-лек			4			0.55			0.63																		5			1.03			1.27


			Швидкість скорочення																											Т,с


									ЦВ			ОВ																					ОВ			ЦВ


						1			0.38			0.35																		1			11.68			7.63


						2			0.1			0.11																		2			4.25			4.75


						3			0.15			0.13																		3			5.25			6.5


						4			0.19			0.14																		4			6.25			4.75


						5			0.14			0.11																		5			4.75			5.5


			Швидкість розслаблення						ОВ			ЦВ																		Частота скорочень						ОВ			ЦВ


						1			0.38			0.24																					1			0.045			0.034


						2			0.065			0.065																					2			0.049			0.029


						3			0.08			0.085																					3			0.048			0.039


						4			0.075			0.09																					4			0.03			0.045


						5			0.055			0.068																					5			0.035			0.032
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			Амплітуда ЦВ			Контроль			Анемія			5 вн/вен			10 перорал			Феррум-лек						Table Analyzed			Data 1


			Number of values			8			8			8			8			8


																								One-way analysis of variance


			Minimum			1,100			0,4000			0,7000			0,4000			0,4000						P value			< 0.0001


			25% Percentile			1,175			0,4050			0,7250			0,4750			0,4500						P value summary			***


			Median			1,450			0,4600			0,8500			0,7250			0,6500						Are means signif. different? (P < 0.05)			Yes


			75% Percentile			1,800			0,5750			1,125			0,7875			0,7750						Number of groups			5


			Maximum			1,900			0,6000			1,200			0,8000			0,8000						F			31,73


																								R squared			0,7839


			Mean			1,475			0,4800			0,9000			0,6625			0,6250


			Std. Deviation			0,3059			0,08418			0,2000			0,1664			0,1581						Bartlett's test for equal variances


			Std. Error			0,1082			0,02976			0,07071			0,05882			0,05590						Bartlett's statistic (corrected)			10,26


																								P value			0,0362


			Lower 95% CI of mean			1,219			0,4096			0,7328			0,5234			0,4928						P value summary			*


			Upper 95% CI of mean			1,731			0,5504			1,067			0,8016			0,7572						Do the variances differ signif. (P < 0.05)			Yes


			KS normality test																					ANOVA Table			SS			df			MS


			KS distance			0,2174			0,2620			0,2500			0,3392			0,1872						Treatment (between columns)			4,908			4			1,227


			P value			> 0.10			> 0.10			> 0.10			0,0072			> 0.10						Residual (within columns)			1,353			35			0,03867


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			No			Yes						Total			6,261			39


			P value summary			ns			ns			ns			**			ns


																								Tukey's Multiple Comparison Test			Mean Diff.			q			Significant? P < 0.05?			Summary			95% CI of diff


			D'Agostino & Pearson omnibus normality test																					Контроль vs Анемія			0,9950			14,31			Yes			***			0.7120 to 1.278


			K2			0,3816			1,659			1,459			2,649			0,9638						Контроль vs 5-вн/вен			0,5750			8,271			Yes			***			0.2920 to 0.8580


			P value			0,8263			0,4362			0,4823			0,2659			0,6176						Контроль vs 10 пероральне			0,8125			11,69			Yes			***			0.5295 to 1.095


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			Yes			Yes						Контроль vs Феррум-лек			0,8500			12,23			Yes			***			0.5670 to 1.133


			P value summary			ns			ns			ns			ns			ns						Анемія vs 5-вн/вен			-0,4200			6,041			Yes			**			-0.7030 to -0.1370


																								Анемія vs 10 пероральне			-0,1825			2,625			No			ns			-0.4655 to 0.1005


			Shapiro-Wilk normality test																					Анемія vs Феррум-лек			-0,1450			2,086			No			ns			-0.4280 to 0.1380


			W			0,8824			0,8292			0,8361			0,7458			0,8768						5-вн/вен vs 10 пероральне			0,2375			3,416			No			ns			-0.04549 to 0.5205


			P value			0,1986			0,0582			0,0686			0,0073			0,1753						5-вн/вен vs Феррум-лек			0,2750			3,956			No			ns			-0.007992 to 0.5580


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			No			Yes						10 пероральне vs Феррум-лек			0,03750			0,5394			No			ns			-0.2455 to 0.3205


			P value summary			ns			ns			ns			**			ns


			Sum			11,80			3,840			7,200			5,300			5,000


			Амплітуда ОВ


			Number of values			8			8			8			8			8						Table Analyzed			Data 1


			Minimum			0,7000			0,2500			0,5000			0,5000			0,4000						Kruskal-Wallis test


			25% Percentile			0,7250			0,2750			0,5250			0,5250			0,4500						P value			0,0002


			Median			0,8500			0,4250			0,7000			0,6500			0,6500						Exact or approximate P value?			Gaussian Approximation


			75% Percentile			1,125			0,5000			0,8000			0,7750			0,7750						P value summary			***


			Maximum			1,200			0,5000			0,8000			0,8000			0,8000						Do the medians vary signif. (P < 0.05)			Yes


																								Number of groups			5


			Mean			0,9000			0,4000			0,6750			0,6500			0,6250						Kruskal-Wallis statistic			21,64


			Std. Deviation			0,2000			0,1134			0,1389			0,1195			0,1581


			Std. Error			0,07071			0,04009			0,04910			0,04226			0,05590						Dunn's Multiple Comparison Test			Difference in rank sum			Significant? P < 0.05?			Summary


																								Контроль vs Анемія			26,50			Yes			***


			Lower 95% CI of mean			0,7328			0,3052			0,5589			0,5501			0,4928						Контроль vs 5-вн/вен			10,25			No			ns


			Upper 95% CI of mean			1,067			0,4948			0,7911			0,7499			0,7572						Контроль vs 10 пероральне			12,25			No			ns


																								Контроль vs Феррум-лек			13,50			No			ns


			KS normality test																					Анемія vs 5-вн/вен			-16,25			Yes			*


			KS distance			0,2500			0,3111			0,3159			0,1621			0,1872						Анемія vs 10 пероральне			-14,25			No			ns


			P value			> 0.10			0,0219			0,0182			> 0.10			> 0.10						Анемія vs Феррум-лек			-13,00			No			ns


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			No			No			Yes			Yes						5-вн/вен vs 10 пероральне			2,000			No			ns


			P value summary			ns			*			*			ns			ns						5-вн/вен vs Феррум-лек			3,250			No			ns


																								10 пероральне vs Феррум-лек			1,250			No			ns


			D'Agostino & Pearson omnibus normality test


			K2			1,459			3,004			4,155			1,177			0,9638


			P value			0,4823			0,2227			0,1252			0,5550			0,6176


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			Yes			Yes			Yes			Yes


			P value summary			ns			ns			ns			ns			ns


			Shapiro-Wilk normality test


			W			0,8361			0,7807			0,7715			0,8974			0,8768


			P value			0,0686			0,0177			0,0141			0,2738			0,1753


			Passed normality test (alpha=0.05)?			Yes			No			No			Yes			Yes


			P value summary			ns			*			*			ns			ns








			Амплітуда																					ІС


						ОВ			ЦВ																		ОВ			ЦВ


			Контроль			0.9			1.48															Контроль			1.46			2.5


			ЗА			0.4			0.48															ЗА			0.65			0.8
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																																																												Частота скорочень


															Table Analyzed			Data 1												Індекс скоротливості												Table Analyzed			Data 1															Table Analyzed			Data 1


															Column A			ОВ												ОВ			ЦВ									Column A			ОВ															Column A			ОВ


			Амплітуда												vs			vs												0.7			0.8									vs			vs															vs			vs


						ОВ			ЦВ						Column B			ЦВ												0.5			0.8									Column B			ЦВ															Column B			ЦВ


						0.35			0.4																					0.6666667			0.9


						0.25			0.5						Unpaired t test															0.75			0.7									Unpaired t test																		Unpaired t test


						0.5			0.6						P value			0,3346												Індекс скоротливості												P value			0,0751															P value			0,0069


						0.5			0.42						P value summary			ns															Контроль			ЗА						P value summary			ns															P value summary			**


			Амплітуда												Are means signif. different? (P < 0.05)			No												ОВ			1.5			0.65						Are means signif. different? (P < 0.05)			No															Are means signif. different? (P < 0.05)			Yes


						Контроль			ЗА						One- or two-tailed P value?			Two-tailed												ЦВ			2.4			0.8						One- or two-tailed P value?			Two-tailed															One- or two-tailed P value?			Two-tailed


			ОВ			1			0.4						t, df			t=1.049 df=6																								t, df			t=2.150 df=6															t, df			t=4.027 df=6


			ЦВ			1.5			0.48


															How big is the difference?																											How big is the difference?																		How big is the difference?


															Mean ± SEM of column A			0.4000 ± 0.06124 N=4																								Mean ± SEM of column A			0.6542 ± 0.05417 N=4															Mean ± SEM of column A			0.0285 ± 0.001936 N=4


															Mean ± SEM of column B			0.4800 ± 0.04546 N=4																								Mean ± SEM of column B			0.8000 ± 0.04082 N=4															Mean ± SEM of column B			0.0485 ± 0.004573 N=4


															Difference between means			-0.08000 ± 0.07627																								Difference between means			-0.1458 ± 0.06783															Difference between means			-0.0200 ± 0.004967


															95% confidence interval			-0.2666 to 0.1066																								95% confidence interval			-0.3118 to 0.02014															95% confidence interval			-0.03215 to -0.007847


															R squared			0,1550																								R squared			0,4352															R squared			0,7299


															F test to compare variances																											F test to compare variances																		F test to compare variances


															F,DFn, Dfd			1.815, 3, 3																								F,DFn, Dfd			1.760, 3, 3															F,DFn, Dfd			5.578, 3, 3


									Анемія						P value			0,6367																								P value			0,6537															P value			0,1918


															P value summary			ns																								P value summary			ns															P value summary			ns


									Cervical section						Are variances significantly different?			No																								Are variances significantly different?			No															Are variances significantly different?			No


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			1						0.1			0.05			0.8			5			0.025


			2						0.08			0.05			0.8			4			0.034												Швидкість скорочення												Швидкість розслаблення												Тривалість активного стану															Частота скорочень


			3						0.15			0.1			0.9			6			0.027												Контроль			ЗА									Контроль			ЗА									Контроль			ЗА												Контроль			ЗА


			4						0.1			0.06			0.7			4			0.028									ОВ			0.3			0.11						ОВ			0.2			0.065						ОВ			11.6			4.75									ОВ			0.045			0.048


			Сер.знач.			0.48			0.1075			0.065			0.8			4.75			0.0285									ЦВ			0.37			0.1						ЦВ			0.25			0.062						ЦВ			7.8			4.25									ЦВ			0.033			0.027


			Станд.похибка			0.0909212113			0.0298607881			0.0238047614			0.0816496581			0.9574271078			0.0038729833


									Ovarial section


						F max			Cvmax			Rvmax			IC			Т, с			ЧС


			1						0.1			0.05			0.7			4			0.046


			2						0.08			0.04			0.5			5			0.06


			3						0.08			0.06			0.6666666667			4			0.05


			4						0.15			0.1			0.75			4			0.038


			Сер.знач.			0.4			0.1025			0.0625			0.6541666667			4.25			0.0485


			Станд.похибка			0.1224744871			0.0330403793			0.0262995564			0.1083333333			0.5			0.0091469485
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Диаграмма1

		ОВ		ОВ

		ЦВ		ЦВ



***

***

Контроль

ЗА

мН

Індекс скоротливості

1.46

0.65

2.5

0.8



контроль

																		Вн/вен 5-кратне введення FeNP

								Контроль														Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

						Cervical section												1		0.8		0.1		0.05		1.6		7.0		0.05

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				2		1.2		0.15		0.07		2.5714285714		6.0		0.045

		1		1.5		0.4		0.3		2		7.5		0.032				3		0.9		0.2		0.12		1.5		5.0		0.03

		2		1.4		0.3		0.2		2.1		6		0.041				4		0.7		0.15		0.1		1.05		8.0		0.03

		3		1.9		0.3		0.15		3.8		7		0.033				Сер.знач.		0.9		0.15		0.085		1.6803571429		6.5		0.03875

		4		1.1		0.5		0.3		1.8333333333		10		0.027				Станд.похибка		0.2160246899		0.040824829		0.0310912635		0.640402058		1.2909944487		0.0103077641

		Сер.знач.		1.475		0.375		0.2375		2.4333333333		7.625		0.03325								Ovarial section

		Станд.похибка		0.3304037934		0.0957427108		0.075		0.9177266599		1.7017148214		0.0057951129						F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.5		0.1		0.05		1		4		0.034

						Ovarial section												2		0.8		0.15		0.1		1.2		5		0.08

				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС				3		0.6		0.1		0.07		0.8571428571		6		0.05

		1		0.9		0.28		0.17		1.4823529412		11.7		0.045				4		0.8		0.17		0.1		1.36		6		0.03

		2		1.2		0.5		0.3		2		13		0.046				Сер.знач.		0.675		0.13		0.08		1.1042857143		5.25		0.0485

		3		0.8		0.36		0.24		1.2		10		0.052				Станд.похибка		0.15		0.0355902608		0.0244948974		0.2209872715		0.9574271078		0.0227082951

		4		0.7		0.26		0.15		1.2133333333		12		0.038

		Сер.знач.		0.9		0.35		0.215		1.4739215686		11.675		0.04525						Перитоніальне 10-кратне введення FeNP

		Станд.похибка		0.2160246899		0.1089342309		0.068556546		0.3740627657		1.2473304828		0.0057373048								Cervical section

																				F max		Cvmax		Rvmax		ІС		Т, с		ЧС

																		1		0.8		0.2		0.1		1.6		6		0.07

						Анемія												2		0.75		0.2		0.1		1.5		4		0.05

																		3		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		4		0.03

						Cervical section												4		0.7		0.2		0.1		1.4		5		0.03

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Сер.знач.		0.6625		0.1875		0.0925		1.3392857143		4.75		0.045

		1		0.4		0.1		0.05		0.8		5		0.025				Станд.похибка		0.1796988221		0.025		0.015		0.3316368393		0.9574271078		0.0191485422

		2		0.5		0.08		0.05		0.8		4		0.034								Ovarial section

		3		0.6		0.15		0.1		0.9		6		0.027						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		4		0.42		0.1		0.06		0.7		4		0.028				1		0.8		0.1		0.05		1.6		5		0.027

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285				2		0.5		0.15		0.1		0.75		6		0.025

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833				3		0.7		0.12		0.05		1.68		7		0.035

																		4		0.6		0.17		0.1		1.02		7		0.03

						Ovarial section												Сер.знач.		0.65		0.135		0.075		1.2625		6.25		0.02925

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС				Станд.похибка		0.1290994449		0.0310912635		0.0288675135		0.4508048358		0.9574271078		0.0043493295

		1		0.35		0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2		0.25		0.08		0.04		0.5		5		0.06								"Феррум-лек"

		3		0.5		0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05								Cervical section

		4		0.5		0.15		0.1		0.75		4		0.038						F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485				1		0.8		0.1		0.05		1.6		6.0		0.053

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485				2		0.6		0.15		0.07		1.2857142857		5.0		0.028

																		3		0.4		0.1		0.05		0.8		7.0		0.025

																		4		0.7		0.2		0.1		1.4		4.0		0.021

																		Сер.знач.		0.625		0.1375		0.0675		1.2714285714		5.5		0.03175

																		Станд.похибка		0.1707825128		0.0478713554		0.0236290781		0.3400680204		1.2909944487		0.0144539499

																						Ovarial section

																				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

																		1		0.7		0.08		0.05		1.12		5		0.05

																		2		0.4		0.15		0.07		0.8571428571		6		0.03

																		3		0.6		0.08		0.05		0.96		4		0.024

																		4		0.5		0.12		0.05		1.2		4		0.035

																		Сер.знач.		0.55		0.1075		0.055		1.0342857143		4.75		0.03475

																		Станд.похибка		0.1290994449		0.0340342964		0.01		0.1546028487		0.9574271078		0.0111168041





Графіки

		Амплітуда																		ІС		ОВ		ЦВ

						ОВ		ЦВ												1		1.46		2.5

		Контроль		1		0.9		1.48												2		0.65		0.8

		Анемія		2		0.4		0.48												3		1.1		1.68

		Fe-5		3		0.68		0.9												4		1.26		1.34

		Феррум-лек		4		0.55		0.63												5		1.03		1.27

		Швидкість скорочення																		Т,с

						ЦВ		ОВ														ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.35												1		11.68		7.63

				2		0.1		0.11												2		4.25		4.75

				3		0.15		0.13												3		5.25		6.5

				4		0.19		0.14												4		6.25		4.75

				5		0.14		0.11												5		4.75		5.5

		Швидкість розслаблення				ОВ		ЦВ												Частота скорочень				ОВ		ЦВ

				1		0.38		0.24														1		0.045		0.034

				2		0.065		0.065														2		0.049		0.029

				3		0.08		0.085														3		0.048		0.039

				4		0.075		0.09														4		0.03		0.045

				5		0.055		0.068														5		0.035		0.032
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Частота скорочень



		Амплітуда ЦВ		Контроль		Анемія		5 вн/вен		10 перорал		Феррум-лек				Table Analyzed		Data 1

		Number of values		8		8		8		8		8

																One-way analysis of variance

		Minimum		1,100		0,4000		0,7000		0,4000		0,4000				P value		< 0.0001

		25% Percentile		1,175		0,4050		0,7250		0,4750		0,4500				P value summary		***

		Median		1,450		0,4600		0,8500		0,7250		0,6500				Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

		75% Percentile		1,800		0,5750		1,125		0,7875		0,7750				Number of groups		5

		Maximum		1,900		0,6000		1,200		0,8000		0,8000				F		31,73

																R squared		0,7839

		Mean		1,475		0,4800		0,9000		0,6625		0,6250

		Std. Deviation		0,3059		0,08418		0,2000		0,1664		0,1581				Bartlett's test for equal variances

		Std. Error		0,1082		0,02976		0,07071		0,05882		0,05590				Bartlett's statistic (corrected)		10,26

																P value		0,0362

		Lower 95% CI of mean		1,219		0,4096		0,7328		0,5234		0,4928				P value summary		*

		Upper 95% CI of mean		1,731		0,5504		1,067		0,8016		0,7572				Do the variances differ signif. (P < 0.05)		Yes

		KS normality test														ANOVA Table		SS		df		MS

		KS distance		0,2174		0,2620		0,2500		0,3392		0,1872				Treatment (between columns)		4,908		4		1,227

		P value		> 0.10		> 0.10		> 0.10		0,0072		> 0.10				Residual (within columns)		1,353		35		0,03867

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				Total		6,261		39

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

																Tukey's Multiple Comparison Test		Mean Diff.		q		Significant? P < 0.05?		Summary		95% CI of diff

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test														Контроль vs Анемія		0,9950		14,31		Yes		***		0.7120 to 1.278

		K2		0,3816		1,659		1,459		2,649		0,9638				Контроль vs 5-вн/вен		0,5750		8,271		Yes		***		0.2920 to 0.8580

		P value		0,8263		0,4362		0,4823		0,2659		0,6176				Контроль vs 10 пероральне		0,8125		11,69		Yes		***		0.5295 to 1.095

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes				Контроль vs Феррум-лек		0,8500		12,23		Yes		***		0.5670 to 1.133

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns				Анемія vs 5-вн/вен		-0,4200		6,041		Yes		**		-0.7030 to -0.1370

																Анемія vs 10 пероральне		-0,1825		2,625		No		ns		-0.4655 to 0.1005

		Shapiro-Wilk normality test														Анемія vs Феррум-лек		-0,1450		2,086		No		ns		-0.4280 to 0.1380

		W		0,8824		0,8292		0,8361		0,7458		0,8768				5-вн/вен vs 10 пероральне		0,2375		3,416		No		ns		-0.04549 to 0.5205

		P value		0,1986		0,0582		0,0686		0,0073		0,1753				5-вн/вен vs Феррум-лек		0,2750		3,956		No		ns		-0.007992 to 0.5580

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		No		Yes				10 пероральне vs Феррум-лек		0,03750		0,5394		No		ns		-0.2455 to 0.3205

		P value summary		ns		ns		ns		**		ns

		Sum		11,80		3,840		7,200		5,300		5,000

		Амплітуда ОВ

		Number of values		8		8		8		8		8				Table Analyzed		Data 1

		Minimum		0,7000		0,2500		0,5000		0,5000		0,4000				Kruskal-Wallis test

		25% Percentile		0,7250		0,2750		0,5250		0,5250		0,4500				P value		0,0002

		Median		0,8500		0,4250		0,7000		0,6500		0,6500				Exact or approximate P value?		Gaussian Approximation

		75% Percentile		1,125		0,5000		0,8000		0,7750		0,7750				P value summary		***

		Maximum		1,200		0,5000		0,8000		0,8000		0,8000				Do the medians vary signif. (P < 0.05)		Yes

																Number of groups		5

		Mean		0,9000		0,4000		0,6750		0,6500		0,6250				Kruskal-Wallis statistic		21,64

		Std. Deviation		0,2000		0,1134		0,1389		0,1195		0,1581

		Std. Error		0,07071		0,04009		0,04910		0,04226		0,05590				Dunn's Multiple Comparison Test		Difference in rank sum		Significant? P < 0.05?		Summary

																Контроль vs Анемія		26,50		Yes		***

		Lower 95% CI of mean		0,7328		0,3052		0,5589		0,5501		0,4928				Контроль vs 5-вн/вен		10,25		No		ns

		Upper 95% CI of mean		1,067		0,4948		0,7911		0,7499		0,7572				Контроль vs 10 пероральне		12,25		No		ns

																Контроль vs Феррум-лек		13,50		No		ns

		KS normality test														Анемія vs 5-вн/вен		-16,25		Yes		*

		KS distance		0,2500		0,3111		0,3159		0,1621		0,1872				Анемія vs 10 пероральне		-14,25		No		ns

		P value		> 0.10		0,0219		0,0182		> 0.10		> 0.10				Анемія vs Феррум-лек		-13,00		No		ns

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes				5-вн/вен vs 10 пероральне		2,000		No		ns

		P value summary		ns		*		*		ns		ns				5-вн/вен vs Феррум-лек		3,250		No		ns

																10 пероральне vs Феррум-лек		1,250		No		ns

		D'Agostino & Pearson omnibus normality test

		K2		1,459		3,004		4,155		1,177		0,9638

		P value		0,4823		0,2227		0,1252		0,5550		0,6176

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		Yes		Yes		Yes		Yes

		P value summary		ns		ns		ns		ns		ns

		Shapiro-Wilk normality test

		W		0,8361		0,7807		0,7715		0,8974		0,8768

		P value		0,0686		0,0177		0,0141		0,2738		0,1753

		Passed normality test (alpha=0.05)?		Yes		No		No		Yes		Yes

		P value summary		ns		*		*		ns		ns





		Амплітуда														ІС

				ОВ		ЦВ												ОВ		ЦВ

		Контроль		0.9		1.48										Контроль		1.46		2.5

		ЗА		0.4		0.48										ЗА		0.65		0.8
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																																								Частота скорочень

										Table Analyzed		Data 1								Індекс скоротливості								Table Analyzed		Data 1										Table Analyzed		Data 1

										Column A		ОВ								ОВ		ЦВ						Column A		ОВ										Column A		ОВ

		Амплітуда								vs		vs								0.7		0.8						vs		vs										vs		vs

				ОВ		ЦВ				Column B		ЦВ								0.5		0.8						Column B		ЦВ										Column B		ЦВ

				0.35		0.4														0.6666667		0.9

				0.25		0.5				Unpaired t test										0.75		0.7						Unpaired t test												Unpaired t test

				0.5		0.6				P value		0,3346								Індекс скоротливості								P value		0,0751										P value		0,0069

				0.5		0.42				P value summary		ns										Контроль		ЗА				P value summary		ns										P value summary		**

		Амплітуда								Are means signif. different? (P < 0.05)		No								ОВ		1.5		0.65				Are means signif. different? (P < 0.05)		No										Are means signif. different? (P < 0.05)		Yes

				Контроль		ЗА				One- or two-tailed P value?		Two-tailed								ЦВ		2.4		0.8				One- or two-tailed P value?		Two-tailed										One- or two-tailed P value?		Two-tailed

		ОВ		1		0.4				t, df		t=1.049 df=6																t, df		t=2.150 df=6										t, df		t=4.027 df=6

		ЦВ		1.5		0.48

										How big is the difference?																		How big is the difference?												How big is the difference?

										Mean ± SEM of column A		0.4000 ± 0.06124 N=4																Mean ± SEM of column A		0.6542 ± 0.05417 N=4										Mean ± SEM of column A		0.0285 ± 0.001936 N=4

										Mean ± SEM of column B		0.4800 ± 0.04546 N=4																Mean ± SEM of column B		0.8000 ± 0.04082 N=4										Mean ± SEM of column B		0.0485 ± 0.004573 N=4

										Difference between means		-0.08000 ± 0.07627																Difference between means		-0.1458 ± 0.06783										Difference between means		-0.0200 ± 0.004967

										95% confidence interval		-0.2666 to 0.1066																95% confidence interval		-0.3118 to 0.02014										95% confidence interval		-0.03215 to -0.007847

										R squared		0,1550																R squared		0,4352										R squared		0,7299

										F test to compare variances																		F test to compare variances												F test to compare variances

										F,DFn, Dfd		1.815, 3, 3																F,DFn, Dfd		1.760, 3, 3										F,DFn, Dfd		5.578, 3, 3

						Анемія				P value		0,6367																P value		0,6537										P value		0,1918

										P value summary		ns																P value summary		ns										P value summary		ns

						Cervical section				Are variances significantly different?		No																Are variances significantly different?		No										Are variances significantly different?		No

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.8		5		0.025

		2				0.08		0.05		0.8		4		0.034								Швидкість скорочення								Швидкість розслаблення								Тривалість активного стану										Частота скорочень

		3				0.15		0.1		0.9		6		0.027								Контроль		ЗА						Контроль		ЗА						Контроль		ЗА								Контроль		ЗА

		4				0.1		0.06		0.7		4		0.028						ОВ		0.3		0.11				ОВ		0.2		0.065				ОВ		11.6		4.75						ОВ		0.045		0.048

		Сер.знач.		0.48		0.1075		0.065		0.8		4.75		0.0285						ЦВ		0.37		0.1				ЦВ		0.25		0.062				ЦВ		7.8		4.25						ЦВ		0.033		0.027

		Станд.похибка		0.0909212113		0.0298607881		0.0238047614		0.0816496581		0.9574271078		0.0038729833

						Ovarial section

				F max		Cvmax		Rvmax		IC		Т, с		ЧС

		1				0.1		0.05		0.7		4		0.046

		2				0.08		0.04		0.5		5		0.06

		3				0.08		0.06		0.6666666667		4		0.05

		4				0.15		0.1		0.75		4		0.038

		Сер.знач.		0.4		0.1025		0.0625		0.6541666667		4.25		0.0485

		Станд.похибка		0.1224744871		0.0330403793		0.0262995564		0.1083333333		0.5		0.0091469485
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